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Referat: 
Die vorliegende Arbeit untersuchte Unterschiede im Proliferationsverhalten von vier 
verschiedenen humanen Knochenzellproben auf kommerziell reinem Titan mit 
maschinell bearbeiteter, glatter Oberfläche. Es handelte sich um frisch entnommene, 
nicht pathologische, humane Knochenzellen vom Oberkiefer und Unterkiefer, welche im 
Block entnommen und in Fragmente zerkleinert wurden. Im Anschluss kultivierten und 
subkultivierten wir die Knochenzellen. Einen Teil dieser Knochenzellkulturen froren wir 
zwischenzeitlich für 48 Stunden ein. Anschließend pipettierten wir von jeder Knochen-
zellkultur jeweils 1000 Zellen der 2. Subkultur in sogenannte Chamber Slides und 
führten jeweils am 5., 10., 15., 20. und 25. Versuchstag in vitro Zellzählungen sowie 
immunhistochemisch gestützte, fluoreszenzoptische Messungen in 200facher Vergrö-
ßerung von den frischen und gefrorenen Oberkieferknochenzellkulturen und den 
frischen und gefrorenen Unterkieferknochenzellkulturen durch. Die fluoreszenz-
optischen Markierungen dienten der Visualisierung der Zellkerne, welche wir mit DAPI 
gegenfärbten, ebenso des Bone Sialoproteins (BSP), einem nicht-kollagenen 
Knochenmatrixprotein, und wurden in Form von Grauwerten erfasst. In den frischen und 
gefrorenen Unterkieferknochenzellkulturen konnte eine signifikant höhere Proliferations-
rate der Knochenzellen im Vergleich zu den frischen und gefrorenen Oberkiefer-
knochenzellkulturen nachgewiesen werden. Die höchste Proliferationsrate war dabei in 
den frischen Unterkieferknochenzellkulturen über den gesamten Versuchsverlauf zu 
verzeichnen. Interessanterweise war kein signifikantes Korrelat zwischen der 
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1 Einleitung und Zielstellung 
 
Die moderne zahnärztliche Implantologie kann auf eine Nutzperiode von circa 30-40 
Jahren zurückblicken. Bemerkenswert ist hierbei, dass die ersten Impulse für eine 
klinische Implantologie seitens der niedergelassenen, praktisch tätigen Zahnärzte 
erfolgten und auf zunächst rein mechanistischen Vorstellungen basierten. Ohne jegliche 
wissenschaftliche Grundlage wurden Implantate mit relativ gutem Erfolg gesetzt und 
prothetisch versorgt. Erst viel später erkannte die akademische Zahnheilkunde das 
immense Potenzial, das die Implantologie für die Entwicklung aller Disziplinen der  
Zahn-, Mund- und Kieferheilkunde in sich birgt. 
Nach einem etwa 20 Jahre währenden Irrweg, wie ihn die subperiostalen Implantate 
darstellten, die unter anderem Reichenbach und Naucke weiterführten, wurde der 
enossale Weg beschritten (Reichenbach und Naucke 1955). Linkow setzte als erster 
Blattimplantate in den Unterkiefer, wobei es zunächst als Hauptindikation um die 
Freiendsituation im Unterkiefer ging (Linkow 1968). Sehr schnell erweiterten sich die 
Indikationen auch auf den Oberkiefer, was mit einer Zunahme an Implantatformen 
verbunden war. 
Parallel zur Entwicklung der Formen vollzog sich ein Kampf um das optimale 
Implantatmaterial. Über verschiedene keramische Materialien, vor allem den 
Aluminiumoxid-Implantaten in den 1980er Jahren, die theoretisch hervorragende 
biologische, aber weniger gute mechanische Eigenschaften hatten und häufig 
frakturierten, kamen fast alle Implantatentwickler zum Titan (Buser, Belser et al. 1998). 
Um zumindest an der Oberfläche biologisch günstige Eigenschaften zu erhalten, 
setzten einige Implantatfirmen auf keramische Oberflächenbeschichtungen mit 
Calciumphosphatkeramik, wobei klinisch festgestellt wurde, dass diese Beschichtung 
biologisch nicht stabil war und zum Teil zu Komplikationen führte (Johnson 1992). 
Die gegenwärtige Tendenz bei der Implantatentwicklung geht dahin, Einheilzeiten zu 
verkürzen bzw. die Belastung frühzeitig zu ermöglichen. Deshalb wird seit einiger Zeit 
die Entwicklung neuer Implantatoberflächen mit definierter Chemie und Mikromorpho-
logie favorisiert, um die Osseointegration zu beschleunigen. 
Für dazu notwendige Studien ist es deshalb wünschenswert, standardisierte Verfahren 
zur Überprüfung entsprechender Testkörper in vitro zu finden.  
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Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, die Proliferation von Oberkiefer- und Unterkiefer-
osteoblasten zu untersuchen und ebenso einen möglichen Unterschied zwischen dem 
Wachstum von frischen und gefrorenen Knochenzellkulturen darzustellen. Da in 
mehreren vorangegangenen Zellkulturstudien mit enoral gewonnenem Knochenmaterial 
der Leipziger Arbeitsgruppe, welche sich mit Oberflächenscreenings beschäftigt, nur mit 
frisch kultivierten Knochenzellen gearbeitet wurde und ein Unterschied zwischen der 
Proliferation von mandibulären und maxillären Knochenzellen vermutet wurde, stellt die 
vorliegende Arbeit einen methodischen Beitrag zur Klärung dieser Fragen dar. 
 
Da klinisch unterschiedliche Einheilzeiten von Implantaten (im Oberkiefer gelten Einheil-
zeiten von etwa sechs Monaten, im Unterkiefer von etwa drei Monaten) erwiesen sind, 
soll hier auf experimentellem Wege eine mögliche Erklärung auf zellulärer Ebene 
gefunden werden. 
Zudem würde ein standardisiertes Gefrierverfahren, wie es bei unseren Unter-
suchungen Anwendung fand, ermöglichen, kostengünstig eine langfristige Zelllinie vom 
selben Spender vorrätig zu halten. 
 
Es soll ein Modell entwickelt werden, welches zukünftige Studien mit Knochen-
zellkulturen optimieren und mit dem geringsten Zeitaufwand ermöglichen soll. 
Gewünscht ist eine schnellwachsende Knochenzellkultur, um später unterschiedliche 
Materialeigenschaften von Implantatkörpern möglichst genormt beurteilen zu können. 
Gewebekulturen sollen die im Körper ablaufenden Prozesse so gut wie möglich 
simulieren, wobei man natürlich beachten muss, dass die gesamte Regulation auf 
Gewebe-, Organ- und Organismusebene ausgeblendet wird.  
Das heißt zum Beispiel, dass hormonelle Einflüsse, enzymatische Reaktionen, der 
Nährstoff- sowie Stoffwechselhaushalt nur sehr bedingt in vitro nachgeahmt werden 
können. Trotzdem sind in-vitro-Studien eine gute Möglichkeit, Materialien in großem 
Stile zu testen und sind nicht mehr aus der Implantat-Grundlagenforschung 
wegzudenken. Ethisch und klinisch anspruchsvolle tierexperimentelle Forschungen 
können dann der zielgerichteten Bestätigung dieser präklinischen Forschungsergeb-




Einleitung und Zielstellung 
 13
Die Fragestellungen, die der vorliegenden Arbeit zu Grunde liegen und beantwortet 
werden sollten, lauten: 
 
1.   Besteht ein Unterschied zwischen der Proliferation von frischen Knochenzellen 
aus dem Oberkiefer im Vergleich zu frischen Knochenzellen aus dem Unterkiefer 
bei der Kultivierung auf Titanoberflächen? 
2.   Besteht ein Unterschied, ob es sich um frisch entnommene und kultivierte Zellen 
handelt oder um zwischenzeitlich eingefrorene Zellen bei der Anlagerung an 
Titanoberflächen? 
3.   Besteht ein Unterschied zwischen der Expression von Bone Sialoprotein von 
frischen und gefrorenen Oberkiefer- zu frischen und gefrorenen Unterkiefer-
knochenzellkulturen? 
4.   Besteht ein Unterschied zwischen der mittleren Zellkerngröße von frischen und 
gefrorenen Oberkiefer- zu frischen und gefrorenen Unterkieferknochenzellen in 
Zellkulturen? 
5.   Besteht ein Unterschied zwischen der relativen Zellaktivität von frischen und 
gefrorenen Oberkiefer- zu frischen und gefrorenen Unterkieferknochenzellen 


















2.1 Makroanatomie von Oberkiefer und Unterkiefer 
 
Der Knochen des Oberkiefers und Unterkiefers gliedert sich in eine äußere, dichte 
Schicht, die sogenannte Kompakta oder Kortikalis, und eine innere, locker strukturierte 
Spongiosa. Die Kompakta wird von dem den Knochen ernährenden Periost überzogen. 
Das Periost besteht aus einer äußeren, sehr derben Schicht aus faserreichem 
Bindegewebe (Stratum fibrosum) und einer dem Knochen anliegenden, aus elastischen 
Fasern, Zellen, Blutgefäßen und Nervenfasern bestehenden Schicht (Stratum cambiale 
=Stratum cellulare). Durch diese Schicht ist die Ernährung des Knochens sichergestellt. 
Von hier aus dringen viele Gefäße, sogenannte Volkmann’sche Gefäße, in den 
Knochen ein und bilden ein weit verzweigtes Netz von Havers’schen Gefäßen. Das 
Periost ist ein vom Mesenchym stammendes Gewebe, welches seine pluripotenten 
Fähigkeiten, das heißt seine fibroblastischen, osteoblastischen, chondroblastischen und 
chondroklastischen Eigenschaften zeitlebens behält. Bei iatrogenen und physio-
logischen Frakturen geht die Knochenheilung oftmals vom Periost aus. Das Periost 
enthält an rezeptiven Strukturen Endkörperchen und freie Nervenendigungen, welche 
ihm als Nozizeptoren seine hohe Schmerzempfindlichkeit verleihen. 
Die trabekuläre Struktur des spongiösen Knochens wird von einer dünnen 
Bindegewebsmembran, dem Endost, ausgekleidet. Sie stellt die Grenze zum, die 
Hohlräume ausfüllenden, Knochenmark dar, welches wiederum in rotes und gelbes 
Knochenmark untergliedert werden kann. Das rote Knochenmark ist die wichtigste 
Blutbildungsstätte, das gelbe Knochenmark stellt Fettgewebe dar. 
Der Knochen unterliegt zeitlebens Umbauvorgängen. Dabei ist die Umbaurate in der 
Spongiosa etwa dreimal so hoch wie in der Kompakta (Fallschlüssel 1986). Im 
Oberkiefer ist die Spongiosa sehr weitmaschig im Vergleich zum Unterkiefer (Strub 
1983). Lediglich in der Inzisalregion und in der Sutura mediana findet sich eine 
engmaschige Struktur (Fallschlüssel 1986). Die Spongiosa besteht aus dünnen 
Knochenbälkchen, zwischen denen sich in der Regel Fettmark befindet. Nur im Bereich 
des Tubers der Maxilla und im Kieferwinkel der Mandibula befindet sich manchmal noch 
blutbildendes, rotes Knochenmark. 
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Die Substantia compacta des Oberkiefers ist im Vergleich zum Unterkiefer weniger 
kräftig ausgebildet, in beiden Kiefern jedoch in der Regel oral größer als vestibulär 
(Schroeder 2000). 
 
Der Oberkiefer entwickelt sich aus mehreren Einzelknochen, die im Laufe der 
Embryonalentwicklung miteinander verschmelzen und weist eine anatomisch enge 
Lage zu den Nasenhaupt- und Nasennebenhöhlen auf. Dadurch werden an eine 
Vielzahl operativer und zahnprothetischer Versorgungen erhöhte Ansprüche gestellt. 
Durch die Nähe zur Kieferhöhle und der damit verbundenen reduzierten Knochen-
quantität sowie der verminderten Knochenqualität (D3 und D4) stellt daher die 
Implantation im Oberkiefer-Seitenzahnbereich eine besondere Herausforderung dar 
(Misch 1990). Der tiefste Punkt des Sinus maxillaris  befindet sich in der Regel im 
Bereich des 1. Molaren, der zweittiefste Punkt im Bereich der Prämolaren (Watzek, Ulm 
et al. 1999). 
Mit Verlust der Zähne als Funktionsträger, die während der Gebrauchsperiode mittels 
der Parodontien ständig Druckbelastungen in Zugkräfte umwandeln und somit 
kiefererhaltend und -formend wirken, beginnt ein Involutionsprozess. Die jährliche 
Atrophie des Oberkiefers beträgt laut Brinkmann nach einem anfänglichen rapiden 
Knochenverlust von 2 mm später nur noch in etwa 0,1 mm pro Jahr (Brinkmann 1999). 
Nach Hausamen und Schliephake wird die Alveolarkammatrophie im 1. Jahr nach 
Zahnverlust allerdings mit Werten von 0,5 mm im Oberkiefer angegeben; in den 
folgenden Jahren nimmt die Resorptionsrate ab und wird mit jährlich 0,1 mm 
beschrieben (Schwenzer und Ehrenfeld 2000). 
Abgesehen vom Verlust der Höhe, dem vertikalen Knochenabbau nach Zahnverlust, 
kommt es ebenso zu einer Atrophie des Knochens in seiner horizontalen Dimension. 
Diese erfolgt im Oberkiefer zentripetal, das heißt, dass der Oberkieferalveolarfortsatz 
nach palatinal wandert, während er im Unterkiefer nach bukkal verlagert wird, die 
Atrophie also zentrifugal erfolgt (Koeck 2005). Das bedeutet, dass der Oberkiefer in 
seiner transversalen, vertikalen und sagittalen Relation gegenüber dem Unterkiefer 
kleiner wird.  
Häufig kommen am Boden des Sinus maxillaris verschieden hohe knöcherne Septen, 
sogenannte Underwood-Septen mit einer Durchschnittshöhe von 7,9 mm und einem 
Maximum von 17,0 mm vor (Watzek, Ulm et al. 1999), (Ulm, Solar et al. 1995). 
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Diese Septen können den Sinus maxillaris in zwei oder sogar mehrere unterschiedlich 
belüftete bzw. zirkulierende Kammern unterteilen. Das Vorliegen der Underwood- 
Septen kann die Mobilisation der Sinusmembran während der Sinusbodenelevation 
erschweren. 
 
Der Unterkiefer ist ein im Vergleich zum Oberkiefer derberer Knochen, der eine dicke 
Kompakta und eine kleinlumigere Spongiosa aufweist. Er ist somit der Gruppe der 
Röhrenknochen ähnlich. Der Hohlraumanteil in der Substantia spongiosa im Unterkiefer 
ist allerdings nicht überall gleich. Zum Beispiel findet man im Unterkiefer Frontbereich 
lingual und im Seitenbereich vestibulär die größten Spongiosadichten (Fallschlüssel 
1986). 
Weitere limitierende Faktoren sind die im zahnlosen Unterkiefer sehr viel schneller als 
im Oberkiefer voranschreitende Resorption und die besondere Anatomie des inneren 
Unterkieferrandes, weshalb eine linguale Perforation beim Präparieren des Implantat-
bettes möglich ist.  Aufgrund der rasch fortschreitenden Atrophie besteht durch die 
Schwächung des Kiefers erhöhte Frakturgefahr. Ebenso können durch die fehlende 
kraniale, knöcherne Begrenzung und dadurch submuköse Lage des Nervus alveolaris 
inferior prothetische und implantologische Komplikationen auftreten, die zu einer 
Nervverletzung mit anschließendem Sensibilitätsverlust führen. 
Innerhalb der ersten neun bis zwölf Monate nach Zahnextraktion kommt es zu einer 
Resorption mit vertikalem Knochenverlust von etwa 2 mm. Nach diesem anfänglich 
rapiden Knochenabbau nimmt die Resorptionsrate ab und beträgt dann jährlich etwa 
0,4 mm im Unterkiefer (Brinkmann 1999). Nach Hausamen und Schliephake wird die 
Alveolarkammatrophie im ersten Jahr nach Zahnverlust im Unterkiefer allerdings mit 
Werten von 1,2 mm angegeben; in den folgenden Jahren nimmt die Resorptionsrate ab 










2.2 Histologie des Knochens 
 
Einleitend muß erwähnt werden, dass bis zum heutigen Tage die komplexen Mechanis-
men der Knochenneubildung und Knochenbruchheilung nach Frakturen oder Implan-
tationen nicht vollständig geklärt sind. Die biochemisch und physiologisch ablaufenden 
Vorgänge sind ein hochkomplexes Zusammenspiel aus verschiedenen daran beteiligten 
Zellen, organischer und anorganischer Knochenmatrix, lokal (zum Beispiel 
Prostaglandine, Lymphokine) und systemisch (zum Beispiel Parathormon, 1,25- 
dihydroxy-Vitamin D, Calcitonin, Schilddrüsenhormone) wirkender Hormone und 
Wachstumsfaktoren (zum Beispiel „Transforming growth factor α/ß“, „Bone morpho-
genetic protein“). 
 
Das Knochengewebe setzt sich aus etwa 67-70 % seines Trockengewichtes aus 
anorganischen und zu 22-33 % aus organischem Material zusammen, die restlichen     
8 % machen den Wasseranteil aus (Quelch, Melick et al. 1983). Die Rolle des Wassers 
für die mechanische Funktion darf nicht unterschätzt werden. Es findet sich innerhalb 
und zwischen den einzelnen Fibrillen, in Hohlräumen und zwischen den tripelhelikalen 
Molekülen und soll dem Ionenaustausch zwischen den Kristallen und der Umgebung 
dienen (Weiner und Wagner 1998). Des Weiteren spielt es bei der Mobilisierung und 
Einlagerung von Kalzium eine entscheidende Rolle.  
Die organischen Bestandteile gliedern sich in 98 % Knochenmatrix und 2 % zelluläre 
Strukturen. Die Matrix wiederum besteht zu 90 % aus Kollagen Typ I und zu 10 % aus 
nicht-kollagenen Proteinen (NCP), von denen es in etwa 200 verschiedene gibt. Die 
nicht-kollagenen Proteine kann man folgendermaßen einteilen: Osteocalcin (OC) 15 %, 
BM-40 (extrazelluläres Matrixprotein=Osteonectin=SPARC („secreted protein acidic and 
rich in cysteines“)) 15 %, Bone Sialoprotein (BSP) 15 % und andere Proteine 55 % 
(Wuttke 2000). 
Der Knochen besteht aus vier verschiedenen Zellarten, zu denen die Osteoblasten, die 
Osteozyten, die „bone-lining cells“ und die Osteoklasten zählen. Des Weiteren findet 
sich eine extrazelluläre Knochenmatrix, die man in einen organischen und einen 
anorganischen Anteil unterteilt. 
Die organische Phase, das Osteoid, besteht zu 90 % aus Kollagen und zu 10 % aus 




Sowohl die Osteoblasten als auch die Osteozyten und die „bone-lining cells“ stammen 
von fibroblastenähnlichen Vorläuferzellen des Mesenchyms ab. Diese nennt man auch 
Osteoprogenitorzellen oder Präosteoblasten (Marks und Popoff 1988). 
 
Die Osteoblasten produzieren die Knochengrundsubstanz, das Osteoid. Sie mauern 
sich in dieses ein und heißen nun Osteozyten, die das Ende der Zelldifferenzierung 
darstellen. Osteozyten sind nicht mehr teilungsfähige Zellen, die nur noch über die 
sogenannten Havers´schen- und Volkmann´schen Kanäle miteinander  kommunizieren 
und nicht mehr migrieren können. Sie sezernieren Wachstumsfaktoren, welche die 
„bone-lining cells“ aktivieren und Osteoblasten stimulieren können. 
 
 
Abb. 1: Schematische Übersicht der Zelldifferenzierung (Marks und Popoff 1988) 
 
In die organische Knochengrundsubstanz wird nach ca. 8 bis 10 Tagen Kalzium-
phosphat (85 % der anorganischen Mineralien des Knochens) eingelagert. Andere 
anorganische Mineralien sind Kalziumcarbonat (10 %), Magnesiumcarbonat (1,5 %), 
Kalziumfluorid (0,3 %), Kalziumchlorid (0,2 %) und Spuren anderer Verbindungen. 
In der kristallinen Modifikation liegen 65 % des Kalziumphosphats in Form des 
Hydroxylapatits vor und 35 % als amorphes Kalziumphosphat.  
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Den größten Teil des Kalziumphosphats macht das Hydroxylapatit [Ca5(PO4)3OH] aus; 
eine untergeordnete Rolle spielen das Oktakalziumphosphat und das Trikalzium-
phosphat. Besondere Bedeutung bei der Mineralisation des Knochens kommt der von 
den Osteozyten gebildeten alkalischen Phosphatase zu. 
Durch sie können im Blut zirkulierende organische Phosphorsäureester gespalten 
werden, wobei es im Anschluss zum Ausfällen von wasserunlöslichem, anorganischem 
Kalziumphosphat kommt (Fallschlüssel 1986). 
 
Osteoblasten haben eine kubische oder leicht längliche Form und sind mit einem 
runden Zellkern ausgestattet. Sie sind in Zelllagen angeordnet und arbeiten koordiniert 
zusammen, um die Knochenmatrix und den charakteristischen lamellären Knochen 
aufzubauen (Rodan 1992). Im Zytoplasma findet sich in der Regel viel endoplasma-
tisches Retikulum, sekretorische Granula und Mikrotubuli sowie ein ausgeprägter 
GOLGI-Apparat. Das Endoplasmatische Retikulum ist für die Synthese der Kollagen-
fibrillen (Kollagen Typ I, V, XII) und des Proteoglykans des Osteoids verantwortlich. 
Durch den GOLGI-Apparat werden die intrazellulär gebildeten Vorstufen der Proteine 
zur Sekretion nach extrazellulär freigegeben. Des Weiteren finden sich in den 
Osteoblasten viele Organellen, die mit dem Zellmetabolismus assoziiert sind, wie zum 
Beispiel viele Mitochondrien, Lysosomen und ein ausgeprägtes Zytoskelett (Doglioli und 
Scortecci 1991). Bisher ist noch nicht geklärt, wie die von den Osteoblasten syntheti-
sierten nicht-kollagenen Proteine umschlossen und exozytiert werden.  
Die nicht-kollagenen Proteine akkumulieren nicht passiv in der Mineralisationsfront, 
sondern werden durch aktive Prozesse von der Zelle selbst exprimiert. Nur aufgrund 
der Affinität manch saurer Proteine zu Hydroxylapatit, kommt es zu einer Akkumulation 
im Osteoid (Sodek und McKee 2000). 
Die Osteoblasten finden sich hauptsächlich in der Kambiumschicht des Periosts oder im 
Endost. Sie sind in der Lage, etwa 500 µm³ Osteoid täglich auszuscheiden, was etwa 
das Dreifache ihres eigenen Volumens bedeutet (Brinkmann 1999). 
Osteoblasten bedecken in etwa 2 bis 8 % der Knochenoberfläche. Bei Umbauvor-






In Untersuchungen von Doglioli und Scortecci wurde eine Stimulation der Osteoblasten-
tätigkeit durch das Parathyroidhormon (PTH) nachgewiesen, welche durch die 
Erhöhung des intrazellulären cAMP’s (zyklischen Adenosinmonophosphats) bedingt war 
(Doglioli und Scortecci 1991). 
 
Osteozyten sind Osteoblasten, die sich in das von ihnen sezernierte Osteoid in der 
Knochenmatrix eingemauert haben. Sie sind spindelförmig, schmaler als Osteoblasten 
und enthalten nur noch wenige synthetisierende oder sekretorische Zellorganellen.  
Der Zellkern ist viel größer im Vergleich zu dem der Osteoblasten. Ferner sind 
Osteozyten über dünne Zellausläufer in der Lage, durch sogenannte „gap junctions“ 
Kontakt zu ihren Nachbarzellen aufzunehmen. Sie können des Weiteren über 20 Jahre 
hinweg Kollagenfibrillen  produzieren (Brinkmann 1999). 
Die Osteozyten akkumulieren Kalzium und Phosphate und verpacken diese in 0,1 µm 
kleine membranumschlossene Vesikel. An der Akkumulation von Kalziumionen soll das 
Osteocalcin beteiligt sein. Jene Vesikel werden dann aus der Zelle geschleust und sind 
als sogenannte „calcification nodules“ elektronenmikroskopisch nachweisbar. Die 
Hydroxylapatitkristalle wachsen langsam entlang der sehr dünnen Proteinfilamente der 
Grundsubstanz, die als Mineralisationsmatrix dienen. 
 
„Bone-lining cells“ sind flach und bedecken die meisten Knochenoberflächen. Der 
Übergang von Osteoblasten in „bone-lining cells“ erfolgt über eine Serie von 
morphologischen und funktionellen Umbauprozessen. In diesen Zellen herrscht ein 
relativer Mangel an Zellorganellen. Dies ist ein Zeichen, dass sie weniger in die 
Produktion von Matrixproteinen involviert sind, jedoch die Potenz zur Synthese von 
lokal regulierenden Substanzen behalten und die Zusammensetzung der unter ihnen 
liegenden Lamina limitans, beeinflussen können. Diese Zellen sorgen zusammen mit 
den Osteozyten für die Homoöstase der Plasma-Kalzium-Konzentration, welche durch 
Mechanismen, die teilweise unabhängig von denen, die bei Knochenumbauvorgängen 
vorkommen, ablaufen. Sie agieren über sogenannte „gap junctions“ miteinander. 







Osteoklasten sind vielkernige Riesenzellen, die Knochen resorbieren können und einen 
Durchmesser zwischen 50 und 100 µm aufweisen. Meist besitzen sie mehrere GOLGI- 
Apparate und viele Mitochondrien zur Produktion von Lysosomen, die für die Knochen-
resorption verantwortlich sind. Sie lassen sich an Stellen des Umbaus („remodeling“), 
an Bohrloch- sowie Frakturrändern nachweisen und bedecken etwa 1 % der Knochen-
oberfläche.  
Die Osteoklasten sind häufig in den sogenannten Howship’schen Lakunen des durch 
sie resorbierten Knochens zu finden. Ein Osteoklast vermag so viel Knochen 
abzubauen, wieviel 100 bis 150 Osteoblasten produziert haben (Brinkmann 1999). Die 
Osteoklasten entstehen aus Stammzellen des Blutes, aus Monozyten oder Phagozyten 
(Takahashi, Udagawa et al. 2007), (Ba ic´- Koretic´ und Ba ic´- Jukic´ 2001). Sie gehen 
aus der Fusion mononukleärer Vorläuferzellen der Monozyten-Makrophagen-Reihe, die 
aus den hämatopoetischen Geweben, wie dem Knochenmark, der Milz und dem 
peripheren Blut, stammen und über den vaskulären Weg in den Knochen gelangen, 
hervor. Osdoby, Martini und Mitarbeiter zeigten, dass kultivierte Monozyten die 
Fähigkeit haben, sich zu multinukleären Riesenzellen mit einer „ruffled border“ zu 
differenzieren (Osdoby, Martini et al. 1982). Bei der Differenzierung dieser 
Vorläuferzellen zu Osteoklasten wird den Osteozyten eine entscheidende Rolle 
zugeschrieben (Suda, Udagawa et al. 1995). 
Osteoklasten benötigen für ihre Entwicklung sowie zum Ausgraben von Knochen-
oberflächen 1,25-dihydroxy-Vitamin D. Auch durch PTH wird die Bildung von 
Osteoklasten stimuliert, während durch Calcitonin und Interferon γ die Osteoklasten-
formierung gehemmt wird [Suda et al. 1995].  
 
Aktive Osteoklasten haben nahe der Knochenoberfläche zwei Spezialisierungen im 
Cytoplasma, die sogenannte „clear zone“ und die „ruffled border“. Die „ruffled border/ 
membrane“ ist eine wellige, aufgefaltete Struktur, die der Vergrößerung der Oberfläche 
und der resorbierenden Abschnitte dient (Lindemann 2005). Um diese Zone herum 
kann man mikroskopisch eine helle Zone, die sogenannte „clear zone“ erkennen, 
welche reich an Mikrofilamenten ist und der Bindung der Osteoklasten an die 
Knochenoberfläche dient (Watanabe, Yanagisawa et al. 1995), (Ba ic´- Koretic´ und Ba 




Im Zuge der Knochenresorption werden saure Hydrolasen im perinuklearen GOLGI- 
Apparat verpackt und zur „ruffled border“ transportiert, wo eine Fusion der 
Lysosommembran mit der „ruffled border“ erfolgt. Der Vesikelinhalt gelangt somit in die 
Extrazellularregion. Abbauprodukte der Resorption werden wiederum über diese 
Region in die Knochenzelle aufgenommen und in die venösen Sinus abtransportiert 
(Marks und Popoff 1988). Der Osteoklast setzt nicht nur saure Phosphatase frei, 
sondern auch Protonen und Proteasen (zum Beispiel Cathepsin K), die die Resorption 
einleiten und die Howship-Lakune entstehen lassen. 
Die Knochenresorption während des „bone remodeling“ wird von den multinukleären 
Osteoklasten initiiert, indem sie vermutlich innerhalb von etwa drei Wochen eine Kavität 
in die Knochenoberfläche fressen, welche von den mononukleären Osteoblasten wieder 
aufgefüllt wird. Dieser Wiederaufbau benötigt allerdings eine Zeit von etwa drei bis vier 
Monaten.  
Es sind Integrin-Rezeptoren an Osteoklasten gefunden worden, welche an extra-
zelluläre Matrixproteine mittels derer RGD-Sequenz (Arginin-Glycin-Asparaginsäure) 
binden können. Diese Proteine können Wechselwirkungen zwischen den Zellen 
untereinander und ihrer Umgebung vermitteln bzw. kontrollieren und die Knochen-
resorption inhibieren. 
Eine Proliferation der Makrophagen zur Differenzierung zu Osteoklasten wird durch den 
M-CSF („macrophage colony stimulating factor“) induziert, welcher wiederum durch 
Interleukin-1 und den Tumornekrosefaktor (TNF) stimuliert und durch Estradiol ge-
hemmt wird. Ebenso bewirkt das RANK-RANKL-System („receptor-activator of NF kB/ 
ligand“) eine Differenzierung zu Osteoklasten (Lindemann 2005). 
Lipopolysaccharid, ein Hauptmediator bei Entzündungsreaktionen und parodontalen 
Erkrankungen, kann die Osteoklastendifferenzierung induzieren und somit die Knochen-










2.3 Embryologie des Oberkiefers und Unterkiefers 
 
Der Unterkiefer und der Oberkiefer entstehen üblicher Auffassung nach aus dem 1. 
Kiemenbogen (Tapadia, Cordero et al. 2005), der sich in der 4. Embryonalwoche bildet. 
Er stellt sich als leichte Oberflächenerhebung lateral vom sich entwickelnden Pharynx 
dar. Bald darauf entstehen Furchen, die wiederum vier Kiemenbogenpaare entstehen 
lassen. Sowohl der 5. als auch der 6. Kiemenbogen sind nur rudimentär angelegt. 
Den 1. Kiemenbogen oder Schlundbogen/Pharyngealbogen nennt man auch Mandibu-
larbogen. Dieser unterteilt sich in den Unterkieferfortsatz und den Oberkieferfortsatz. 
Der Unterkieferfortsatz macht den größeren Anteil aus. Aus ihm entstehen die 
Mandibula, die Unterlippe und der untere Teil des Gesichts. Aus dem Oberkieferfortsatz 
entsteht die Maxilla, das Os zygomaticum und die Pars squamosa des Os temporale 
(Moore und Persaud 2007). 
Die Kiemenbögen bestehen aus einem mesodermalen Kern, einer äußeren ekto-
dermalen Hülle und einer inneren entodermalen Auskleidung. Das Mesektoderm, 
welches aus der Neuralleiste stammt, wandert ebenfalls in den Kiemenapparat ein und 
umgibt das Mesoderm.  
Jeder Kiemenbogen weist eine Kiemenbogenarterie, eine Knorpelspange, Muskeln und 
einen Kiemenbogennerven auf. Dieser Kiemenbogennerv ist neuroektodermalen 
Ursprungs, weil er aus dem Hirnstamm herauswächst. Er besitzt wie Spinalnerven 
motorische, efferente Fasern und sensible, afferente Fasern. Der Nerv des ersten 
Schlundbogens ist der N. trigeminus, welcher drei Hauptäste aufweist. Die Muskulatur 
des ersten Kiemenbogens beinhaltet die Kaumuskulatur (M. masseter, M. temporalis, 
M. pterygoideus medialis und lateralis), den Venter anterior M. digastrici, den M. 
mylohyoideus, sowie den M. tensor tympani und den M. tensor veli palatini (Cohen 
2002). Aus dem ventralen Anteil des Knorpels des ersten Pharyngealbogens entwickelt 
sich die Mandibula, da es zu einem desmalen Ossifikationsprozess im umgebenden 
Mesenchym kommt. Man nennt diesen 1. Branchialknorpel auch Meckel’schen Knorpel. 
Dieser formt sich zwischen dem 41. und 45. Tag nach Befruchtung und geht zum 
größten Teil in der 24. Woche unter (Smartt, Low et al. 2005). Außer der Mandibula 
entstehen aus diesem Knorpel aus dem dorsalen Anteil der Incus und Malleus, aus dem 
mittleren Teil das Lig. anterius mallei und das Lig. sphenomandibulare (Moore und 




Der definitive Oberkiefer und Unterkiefer entstehen durch desmale Ossifikation, bei der 
Faser- oder Geflechtknochen gebildet wird, welcher später in reifen Lamellenknochen 
umgewandelt wird (Sadler 2008), (Götz 2007). Sowohl bei der Frakturheilung als auch 
bei der Osseointegration von Zahnimplantaten wird dieser Vorgang vom Körper 
rekapituliert (Davies 2003), (Raghavendra, Wood et al. 2005). Nur ein kleiner Teil in der 
Verschmelzungszone der Knorpelspangen im Bereich des Kinns wird durch 
enchondrale Ossifikation gebildet (Mulder, Koolstra et al. 2006). Nach Smartt und 
Mitarbeitern entwickelt sich allerdings auch die Gaumenplatte durch enchondrale 
Ossifikation (Smartt, Low et al. 2005). 
Während der Embryonalentwicklung wird die Mandibula sehr prominent gegenüber der 
Maxilla (O'Rahilly und Müller 1999). Es kommt zur embryonalen, mandibulären 
Prognathie. 
Die Gefäßversorgung erfolgt mit der Ausbildung der Kiemenbögenpaare ebenfalls 
paarig. Diese Kiemenbogenarterien entspringen aus der paarig angelegten ventralen 
Aorta und münden in die ebenfalls paarig angelegte dorsale Aorta.  
Der spätere definitive Aortenbogen entsteht aus der 4. Schlundbogenarterie. Deshalb 
werden die Kiemenbogenarterien auch als Aortenbögen bezeichnet. Zum größten Teil 
verschwindet im Laufe der Entwicklung die 1. Kiemenbogenarterie wieder, beteiligt sich 
aber streckenweise an der Bildung der A. maxillaris und der A. carotis externa (Moore 
und Persaud 2007).  
Der Kiemenbogennerv liegt als Derivat des Ektoderms lateral von der Knorpelspange, 
die dem Entoderm zugeordnete Kiemenbogenarterie liegt medial. 
In der vierten Woche kommt es zur Verschmelzung der medialen Enden der beiden 
Unterkieferfortsätze. Die Oberkieferfortsätze wachsen ebenfalls aufeinander zu, ver-
schmelzen jedoch mit dem medialen Nasenfortsatz und sind so auch an der Bildung der 
Oberlippe beteiligt. Der laterale Nasenfortsatz bleibt im Wachstum zurück und wird vom 
Oberkieferfortsatz durch eine schräge Rinne (Sulcus nasolacrimalis) getrennt. In der 
sechsten und siebenten Woche ist jeder der beiden Oberkieferfortsätze mit dem 
lateralen Nasenwulst verschmolzen. Bei der Verschmelzung der medialen Nasenfort-
sätze mit dem Oberkieferfortsatz entsteht das Zwischenkieferstück des Oberkiefers, aus 
welchem sich das Philtrum, der primäre Gaumen und der alveoläre Anteil des 
Zwischenkiefers mit der dazugehörigen Gingiva entwickeln. 
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Die lateralen Anteile der Oberlippe, der Oberkiefer und der sekundäre Gaumen 
entwickeln sich aus den Oberkieferfortsätzen (Moore und Persaud 2007), (Tapadia, 
Cordero et al. 2005). 
 
Zur Zeit der Geburt besteht eine knorpelige Verbindung zwischen beiden Hälften der 
Mandibula (Symphysis menti). Dies ermöglicht eine weitere Ausdehnung des 
Unterkiefers in antero-posteriorer Richtung während des Wachstumsprozesses, als 
Konsequenz von Knochenapposition im posterioren Bereich (Krarup, Darvann et al. 
2005). Dieser Knorpel wird im Laufe der ersten drei Lebensjahre in Knochen 
umgewandelt (O'Rahilly und Müller 1999). Für das spätere Längenwachstum des 
Unterkiefers ist ein Wachstumszentrum im Knorpel des Processus condylaris 
verantwortlich.  
Im Laufe der Entwicklung kommt es zu einer signifikanten Änderung der Lage des 
Nervus alveolaris inferior. Er verläuft zunehmend superior, während die Lage des 
Foramen mentale von anterior nach posterior wandert. Zum Zeitpunkt der Geburt 
befindet sich das Foramen mentale zwischen dem Milcheckzahn und dem ersten 
Milchmolar, mit 6 Jahren ist es unter dem 1. oder 2. Prämolar zu finden (Smartt, Low et 
al. 2005). 
Der Kieferwinkel zwischen dem aufsteigenden Ramus mandibulae und dem horizontal 
gelegenen Corpus mandibulae beträgt beim Erwachsenen etwa 125 °. Beim Kind ist 
dieser Winkel viel stumpfer (O'Rahilly und Müller 1999).  
In Studien wurde nachgewiesen, dass der Mineralisationsgrad von der Oberfläche der 
trabekulären Elemente zu ihrem Zentrum hin zunimmt und ebenso im Corpus höher als 
im Kondylus ist (Mulder, Koolstra et al. 2006). 
Die Gaumenplatten sind Anteile der Oberkieferfortsätze und liegen zunächst beiderseits 
unter dem lateralen Zungenrand. Sie richten sich dann im Laufe der Zeit (etwa siebente 
Woche) durch Verlagerung der Zunge nach unten auf und verschmelzen miteinander 
sowie mit dem medialen Nasenseptum, welches nach unten wächst. Die Aufrichtung 
der Gaumenplatten erfolgt innerhalb weniger Stunden (Drews 2006). An der Grenze 
zwischen dem primären Gaumen und dem sekundären Gaumen, der aus den 
Gaumenplatten entstanden ist, bleibt das Foramen incisivum erhalten. Wenn es zu 
Störungen bei der Verschmelzung zwischen den Oberkieferfortsätzen und dem 
medialen Nasenwulst kommt, spricht man von Lippenspalten oder bei stärkerer 
Ausprägung von Kieferspalten.  
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Diese können ebenfalls noch mit Gaumenspalten kombiniert sein, die durch Störungen 
während der Aufrichtung der Gaumenplatten entstehen. Schräge Gesichtsspalten 
können entlang der Tränennasenfurche entstehen. 
 
Eine neuere embryologische Theorie zeigt jedoch, dass die Entwicklung der Branchial-
bögen über Gene verschiedener Ordnung aktiviert bzw. beeinflusst wird. Es wurden 
sogenannte Dlx-Gene (Dlx1, Dlx2, Dlx3, Dlx5, Dlx6) bei Mäuseembryonen gefunden, 
welche durch Mutationen auf molekularer Ebene Veränderungen in den knöchernen 
und weichgeweblichen Strukturen der Branchialbögen bewirkten. Dabei stellte sich u.a. 
heraus, dass Dlx1-/-Mutanten eine Veränderung der Maxilla und Dlx5-/-Mutanten Ver-
änderungen am Unterkieferknochen aufwiesen. 
Diese Studie macht deutlich, dass die Entwicklung der Maxilla und der Mandibula 
unabhängig voneinander über unterschiedliche Regulationsmechanismen abläuft. Laut 
der Autoren sind diese molekular-genetischen Vorgänge auch auf die Genese des 
humanen Oberkiefers und Unterkiefers zu beziehen (Depew, Simpson et al. 2005).  
 
2.4 Titan als Implantationsmaterial in der Zahnheilkunde 
 
Titan wird bereits seit Anfang der 1960er Jahre zunehmend in der Zahnmedizin 
verwendet. Vorteile, warum Titan immer mehr Anwendung findet, sind vor allem die 
Biokompatibilität, das geringe Gewicht, die Legierbarkeit, die gute Röntgenopazität, die 
Verfügbarkeit der verschiedenen mineralischen Ausgangsstoffe und der geringe Preis 
trotz relativ aufwändiger Herstellung.  
Ein weiterer Grund sind die hervorragenden mechanischen Eigenschaften, die trotz 
graziler Implantatformen eine hohe Frakturfestigkeit ermöglichen. 
Titan ist ein reaktives Metall, welches spontan eine Oxidschicht (hauptsächlich  
Titandioxid) bildet, sobald es in Kontakt mit Luft, Wasser oder elektrolytischer Lösung 
kommt. Die gute Gewebeverträglichkeit von Titan wird auf die sich spontan bildende 
Oxidschicht (Titanoxidmonolayer) zurückgeführt, welche sich innerhalb von wenigen 
Nanosekunden bildet und nach einer Minute eine Dicke von 100 A° aufweist (Graf, 




Titan kommt in große Mengen auf der Erde vor. Es ist das neunt- bis zehnthäufigste 
Element in der Erdkruste und liegt nicht in seiner reinen Form als Metall, sondern als 
Oxid in der Modifikation des Rutils bzw. Anatas (TiO2) oder in Verbindung meist mit 
Eisenerzen wie dem Illmenit (Fe, Mg, Mn) TiO3 oder Leukoxen vor. Das Ilmenit enthält 
das Titanoxid zu einem Anteil von 44-70 % (Brinkmann 1999). 
Titan wird vor allem in Asien und Afrika abgebaut, aber auch in Russland, Kanada, 
Norwegen und den USA gibt es Lagerstätten. 
 
Obwohl das Prinzip der Gewinnung von Titan schon vor 1800 bekannt war, gelang die 
industrielle Aufbereitung des Titans erst 1938 durch das von W. J. Kroll und F. S. 
Wartmann beschriebene Kroll-Verfahren. Dieses umfasst die Herstellung eines 
Titanschwamms über die Reduktion von Titantetrachlorid mit Magnesium und dessen 
Umschmelzen im Lichtbogenofen (TiCl4 + 2 Mg → 2 MgCl2 + Ti).  
Das so gewonnene Titan liegt als krümeliger Titanschwamm vor, der nach 
Reinigungsprozeduren zur weiteren Verarbeitung zu Elektroden in Stangenform 
gepresst wird (u.a. bei: (Brinkmann 1999)). 
Wie oben beschrieben, ist ein wesentlicher Grund für die Biokompatibilität des Materials 
die Ausbildung einer Titanoxidschicht. Lange Zeit ging man davon aus, dass diese 
Schicht stabil sei, es konnte jedoch beobachtet werden, dass es zu messbaren 
Ablagerungen im periimplantären Gewebe kommt. Ebenso ließen sich Spuren in 
parenchymatösen Organen feststellen (Schliephake, Neukam et al. 1989).  
In einem Interface-Abstand von 600 µm ließ sich in Experimenten am Femur des 
Hundes linear abnehmend eine Titankonzentration von bis zu 2.0 wt % nachweisen 
(Woodman, Shinn et al. 1984). Durch freigesetzte Titanpartikel wird die Differenzierung 
von mesenchymalen Stammzellen gehemmt. Begleitend dazu können eine Reduktion 
der BSP-Expression, eine Verminderung der Synthese von Kollagen Typ I, ab-
nehmende Zell- und Proliferationszahlen und eine Hemmung der extrazellulären 
Mineralisation festgestellt werden. Durch ein direktes Aussetzen mit kommerziellem, 
reinem Titan kommt es abhängig von der Partikeldosis und der Dauer der Einwirkung 
zu einer Induktion der Apoptose, hervorgerufen durch das Ansteigen der Tumor-





Wenn reines Titan oder Titanlegierungen mit Blut in Verbindung kommen, bilden sich 
andererseits auf der Titanoxidoberfläche komplexe Titanphosphat- und kalziumhaltige 
Hydroxylgruppen. Diese Reaktionsfähigkeit der Titanoxidschicht und die Bildung von 
Kalziumphosphatapatit stellen den Grund für die hohe Biokompatibilität des Titans dar 
(Worthington 1995). 
 
Schon im Jahre 1940 ist von Bothe und Mitarbeitern an Katzen die reaktionslose 
Einheilung von Titan nachgewiesen worden (Bothe, Beaton et al. 1940). In Form der 
Blattimplantate wurde von Linkow das Titan in die Zahnheilkunde eingeführt (Linkow 
1968). 
Früher wurde häufig die Legierung TiAl6V4 verwendet, die sich zwar mechanisch gut 
bewährt hat, jedoch durch die Freisetzung von zelltoxischem Vanadium gesundheitlich 
bedenklich war. In der Zwischenzeit ist diese Legierung durch TiAl6Fe2,5 ersetzt worden.  
Allerdings wird TiAl6V4 heute noch außerhalb des Knochens für die Anwendung der 
Abutments verarbeitet, wie zum Beispiel beim Ankylos-Implantat-System (Brinkmann 
1999). Eine weitere Ausnahme bilden die keramisch beschichteten Implantatsysteme. 
 
Dentalimplantate bestehen seit einiger Zeit aus Reintitan unterschiedlicher Grade. Man 
unterscheidet nach DIN in Grad 1 bis 4. Reintitan muss mindestens einen Gehalt von 
99,14 % Titan haben. Die sonstigen Inhaltsstoffe sind entweder im Zuge der 
Verarbeitung als vertretbare Verunreinigungen anzusehen oder gezielt zur Veränderung 
der mechanischen Eigenschaften zugesetzt. Das Reintitan hat eine silberweiße Farbe 
und ist ein Leichtmetall geringer Härte. Titan hat eine Härte nach Vickers von 126-158 











2.5 Einheilung von enossalen Implantaten 
 
In den Körper eingebrachte alloplastische Materialien können je nach Biokompatibili-
tätsgrad in toxische, biotolerante, bioinerte und bioaktive Materialien unterteilt werden. 
Toxische Materialien werden vom Körper nicht toleriert und abgestoßen. 
Biotolerante Oberflächen heilen mit einer bindegewebigen Trennschicht ein, in soge-
nannter Distanzosteogenese.  
Materialien, welche als bioinert bezeichnet werden, heilen in Kontaktosteogenese ein 
und bioaktive Substanzen sollen die Osseointegration beschleunigen und einen noch 
dichteren Kontakt durch die positive Reaktion des Knochens auf den Implantatkörper 
bewirken. 
 
Für die Einheilung von Implantaten wünscht man sich Vorgänge, die der primären 
Knochenbruchheilung ähneln.  
Das heißt, der Implantatkörper wird intra operationem primär stabil im Knochen fixiert 
und soll ohne Entstehung eines vorherigen Bindegewebsintermediats, wie es bei 
mechanischer Unruhe vorkommen kann, vom Knochen sofort fest eingebaut werden. 
Dies erfolgt bei mechanischer Ruhe in Form einer kompaktaähnlichen Umscheidung 
des Implantates (Brånemark, Hansson et al. 1977).  
Um die Einheilzeiten von Implantaten in Zukunft verkürzen zu können bzw. um auch 
sehr kurze Implantatkörper mit guter Prognose verwenden zu können, wünscht man 
sich bioaktive Materialien zum Beispiel durch Beschichtung der Implantatkörper.  
Die Erforschung derartiger bioaktiver Substanzen steht immer mehr im Vordergrund der 
Entwicklung. 
 
Der Vorgang der Osseointegration bei enossalen, submukös einheilenden Implantaten 
verläuft nach Einblutung und der Bildung eines Blutkoagulums in 3 Phasen (Brånemark, 
Hansson et al. 1977), (Donath 1992): 
 
1. = Phase der Wundheilung und Geflechtknochenbildung 
Nach Implantatsetzung, Blutstillung, Bildung eines Blutkoagels und Organisation 
dieses Koagulums durch Granulationsgewebe zeigt sich eine Fremdkörper-
reaktion (Inflammationsphase).  
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In der 2. Woche kommt es durch Einwanderung von Osteoblasten zur Bildung 
von Geflechtknochen, ähnlich der Spaltheilung bei Frakturen. 
 
2. = Phase der lamellären Verdichtung  
Osteoblasten lagern lamelläre Strukturen auf den Geflechtknochen, so dass es 
zu einer Sklerosierung und somit einem höheren Mineralisationsgrad kommt. 
 
3. = Phase der Reifung und Anpassung 
Zwischen der 18. und 54. Woche werden die primären Lamellen zu reifen 
 Knochenlamellen umgebaut, so dass das Implantat seine Sekundärstabilität 
erhält und von nun an belastet werden kann. Es kann zu einer periimplantären 
Sklerosierung kommen. 
 
Die knöcherne Einheilung von Implantaten kann des Weiteren in eine Früh- und eine 
Spätphase unterschieden werden. Während der Frühphase entsteht zunächst ein 
Blutkoagulum, das den Implantatkörper nach Insertion gänzlich umgibt und in welches 
mesenchymale Zellen und Makrophagen aus dem Knochenmark migrieren 
(Albrektsson, Johansson et al. 1994), (Worthington 1995). Dieses blutgefüllte Knochen-
Titan-„Interface“ wird anschließend durch einsprossende Kapillaren und Präosteo-
blasten organisiert und die Spätphase setzt ein.  
 
Anfänglich kommt es während der Knochenneubildung zu einer Fremdkörperreaktion 
auf das Alloplant, welche ein Auftreten von Makrophagen und mehrkernigen 
Riesenzellen erklärt. Die Anzahl dieser Zellen reduziert sich jedoch mit der Zunahme 
der Knochenbildung um das Implantat.  
Direkt um die Implantatoberfläche wird jedoch kein direkter Knochenkontakt 
beschrieben, sondern eine amorphe Schicht, die die Zellen und das Gewebe von der 
Implantatoberfläche separiert (Albrektsson, Johansson et al. 1994). Diese afibrilläre, 
unmineralisierte Schicht aus Proteoglykanen nimmt in etwa eine Dicke von 0,5 bis 1 µm 
ein. Im Gegensatz dazu wiesen Listgarten und Mitarbeiter einen direkten Kontakt 
zwischen der kalzifizierten Knochenmatrix und der Titanoxidschicht des 
Implantatkörpers nach, ebenso einen direkten Kontakt der Kollagenfibrillen mit der „titan 




Osteoklasten spielen ebenfalls während der Osseointegration zahnärztlicher Implantate 
eine wichtige Rolle, da nach etwa sieben Tagen periimplantär Resorptionslakunen mit 
großen Osteoklasten beobachtet werden können. Nach circa 28 Tagen ist ein Rück-
gang der Anzahl von mehrkernigen Osteoklasten zu verzeichnen (Minkin und Marinho 
1999). 
 
Es können grundsätzlich zwei Mechanismen der Knochenneubildung in Abhängigkeit 
von der Implantatoberfläche unterschieden werden, die Distanzosteogenese und die 
Kontaktosteogenese. Bei beiden Formen resultiert letztendlich ein direkter Knochen-
verband zwischen Knochenoberfläche und Implantatkörper. 
Ausgangspunkt bei beiden Vorgängen ist die Bildung eines Blutkoagels und die 
Organisation des Spaltes durch Granulationsgewebe. Bei der Distanzosteogenese 
kommt es zu einer Knochenbildung vom ortsständigen Knochen zum Implantatkörper 
hin, also zu einem zentripetalen Knochenwachstum. Dabei verbleibt immer ein geringer 
bindegewebiger Teil zwischen Implantatoberfläche und Knochen.  
Bei der Kontaktosteogenese besiedeln dagegen osteogene Zellen den Implantatkörper 
und produzieren neuen Knochen in Richtung ortsständigem Knochen, welches als 
zentrifugales Knochenwachstum bezeichnet wird.  
Man geht davon aus, dass wahrscheinlich während der Einheilungsphase von 












A, B=Kontaktosteogenese    C, D=Distanzosteogenese 
A: Osteoblasten (Ob) säumen die Oberfläche des ortsständigen Knochen (Kn), Blutversorgung (Gefäß=G)      
erfolgt durch vaskularisiertes Granulationsgewebe zwischen Zellen und Implantat 
B:  neuer Knochen (nKn) wird auf Oberfläche des ortsständigen Knochens gebildet 
C: osteogene Zellen werden zunächst von der Implantatoberfläche (I) rekrutiert, Blutversorgung (Gefäß=G) 
erfolgt durch vaskularisiertes Granulationsgewebe zwischen den Zellen u. ortsständigem Knochen 
D:  neuer Knochen wird direkt auf Implantatoberfläche gebildet („de novo-Knochenbildung“) 
Abb. 2: Kontaktosteogenese und Distanzosteogenese (Davies 1998) 
 
Das Implantationsmaterial stellt trotz der Bioverträglichkeit der Materialien einen 
gewissen Fremdkörper dar, so dass die Knochenheilung nach dem Setzen eines 
Alloplantes im Vergleich zur reinen Knochenheilung immer etwas verzögert einsetzt. 
Dementsprechend ist die höchste Rate an Stoffwechselprodukten während der ersten 
vier Wochen nach Implantatsetzung zu messen. Aber auch nach einem sehr spät nach 
Implantation gesetzten Zeitpunkt sind Veränderungen im Stoffwechsel des Knochens 
feststellbar, die allerdings kontinuierlich sind (Graf und Knöfler 1992). 
Bei der primären Frakturheilung kommt es zwischen dem 20. und 28. Tag zu einem 
Schluss des Knochendefekts mit Geflechtknochen (=Spaltheilung). Dies erfolgt nach 
einer Implantation allerdings erst jenseits von 28 Tagen. 
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Das Implantat wird allseitig von Knochengewebe umhüllt, so dass kein Markraum mehr 
unmittelbar um das Alloplant zu finden ist (Graf und Knöfler 1993). Dieser Einschluss 
des Implantates mit mineralisiertem Gewebe ohne physiologisch vorhandenen Mark-
raum wurde von Donath als Exterritorialisierung bezeichnet (Donath 1998). 
 
2.6 Implantationsproblematik in Bezug auf Knochenqualität und -quantität 
 
Wie oben beschrieben, unterscheiden sich Ober- und Unterkiefer hinsichtlich der 
Implantationsmöglichkeiten ganz entscheidend voneinander. Nach Knochenangebot 
und Qualität des Knochens bestehen erhebliche Unterschiede zwischen den Kiefern, 
aber auch zwischen den verschiedenen Regionen eines Kiefers.  
Allgemein kann man davon ausgehen, dass die Implantationsmöglichkeiten von anterior 
nach posterior problematischer werden. 
 
Der Knochen wird unter implantologischen Gesichtspunkten in verschiedene 
Qualitätsstufen unterteilt. Dabei werden vier Gruppen der Bezeichnung D1 bis D4 
unterschieden (Misch 1990): 
 
D1 – dichte Kompakta (Frontalbereich des atrophierten zahnlosen Unterkiefers) 
Dies ermöglicht gute Primärstabilität wegen großer Implantat-Knochen- 
Kontaktfläche. Problematisch sind in diesem Bereich lediglich die geringere 
Durchblutung und die Gefahr der Überhitzung wegen des notwendigen 
Bohrdrucks. 
 
D2 – dicke und poröse Kompakta, engmaschige Spongiosa/grobe Trabekel (Front- 
und Seitenzahnbereich des Unterkiefers und Frontalbereich des Oberkiefers) 
Diese Gruppe stellt optimale Knochenqualität dar. Die Implantatpräparation 
gestaltet sich einfach und führt zu guter Primärstabilität. Die gute Einheilungs-






D3 – dünne und poröse Kompakta, weitmaschige Spongiosa/feine Trabekel 
(Seitenzahnbereich im Ober- und Unterkiefer und Frontalbereich Oberkiefer, 
ebenso Zustand nach Osteoplastik D2) 
 Der guten Durchblutung steht die geringe Knochen-Implantat-Kontaktfläche 
 gegenüber. 
 
D4 – keine oder kaum Kompakta, weitmaschige Spongiosa/feine Trabekel 
(Seitenzahngebiet des atrophierten Oberkiefers, Zustand nach Osteoplastik D3) 
Dieser Knochen ist zur Implantation eher ungeeignet. Befriedigende Primärstabi-
lität ist kaum zu erreichen. 
 
2.7 Bone Sialoprotein (BSP) 
 
Das Bone Sialoprotein zählt zu den nicht-kollagenen Knochenproteinen und hat sowohl 
einen Einfluss auf die Kalzium- und Hydroxylapatitbindung, auf die Mineralisation des 
Knochens als auch auf die Zelladhäsion (Young, Kerr et al. 1992). BSP ist ein in hohem 
Grade sulfatiertes und glykosyliertes Phosphoprotein, das ein Hauptbestandteil des 
Knochens und anderer mineralisierter Bindegewebe ist. 
Es ist in Osteosarkomen nachweisbar, wird aber erstaunlicherweise auch von den 
physiologischen, nichtmineralisierten Trophoblasten der menschlichen Plazenta und 
von in den Knochen metastasierenden Tumorzellen, zum Beispiel eines Mamma-
karzinoms, gebildet (Cogan, Bansal et al. 2004). BSP besteht aus 317 Aminosäuren 
und ist an 4 Positionen N-glykolysiert, an 7 Positionen O-glykolysiert und an 8 
Positionen phosphoryliert. Es lassen sich 3 tyrosinreiche und 2 glutaminsäurereiche 
Regionen nachweisen.  
 
Es hat ein Gewicht von 59 kDa und macht etwa 5-10 % der nichtkollagenen Proteine 
der extrazellulären Knochenmatrix aus (Fassbender, Ruf et al. 2000). BSP enthält ein 






Eine elektrophoretische Aufspaltung des Proteins BSP ergab folgende Zusammen-
setzung (Herring und Kent 1963): 
 
Nitrogen (%)         11,4 
Hexose (%) (Galactose:Glucose:Mannose=8:1:5)   13,6 
Hexosamine (%) (Glucosamine, Galactosamine)     6,4 
Sialic acid (%) (N-acetylneuraminic acid)    15,9 
Fucose (%)           2,4 
Uronic acid (%)          0,7 
Tyrosine (%)           1,6 
Protein (%)         60,0 
 
Die genetische Information für das BSP liegt auf dem langen Arm des Chromosoms 4, 
welches ebenso die Gene für Dentin Sialophosphoprotein und Dentin Matrix Protein I 




Abb. 3: Genstruktur von BSP (Ganss et al. 1999) 
 
Es gibt zwar nur ein Gen, welches die Produktion von BSP verschlüsselt, jedoch ist die 
Struktur vom Ort der Produktion abhängig. Je nachdem, in welchen Zellen BSP 
produziert wird, unterscheidet sich zum Beispiel die Glykosylierung. Innerhalb des 
BSP’s liegen verschiedene aktive Zentren vor (RGD=„cell binding motif“, YXY= 





Dabei spielt die Glutaminsäureregion für die Hydroxylapatitbindung eine Rolle, während 
die Bindung von Zellen an Oberflächen durch eine Aminosäuresequenz, die 
sogenannte RGD-Sequenz (Arginin-Glycin-Asparaginsäure), vermittelt wird (Ganss, 
Kim et al. 1999), (Young, Kerr et al. 1992). Das BSP ermöglicht es normalen und 
metastasierenden Zellen, mittels der Hydroxylapatit-bindenden Glutaminsäuresequenz 
und der RGD-Sequenz an spezifische Rezeptoren von Knochenoberflächen zu binden 
(Ganss, Kim et al. 1999). Diese Rezeptoren sind Integrinrezeptoren des Vitronectintyps. 
 
Mittels Heparin kann die Phosphorylierung von BSP blockiert werden, da die „factor- 
independent protein kinase (FIPK)“ gehemmt wird (Salih, Ashkar et al. 1996). 
 
 
Abb. 4: Molekulare Struktur von BSP (Ganss et al. 1999) 
 
Im Dentin findet sich das BSP entlang der Odontoblasten und ihren Ausläufern sowie im 
peritubulären Dentin. Im Knochen kann BSP in den Osteoblasten, Osteozyten und in 
der Knochenmatrix nachgewiesen werden (Ohnishi, Arakaki et al. 1991). Sehr hohe 
BSP-Konzentrationen wurden in sich schnell umgestaltetem Knochen gemessen („bone 
remodeling“). Die Verteilung von BSP in den Geweben lässt im Vergleich zu 
Osteopontin und Osteonectin, welche andere nicht-kollagene Knochenproteine sind, 
deutliche Unterschiede erkennen. Osteopontin und Osteonectin konnten auch in nicht 






In Studien wurde gezeigt, dass es während der frühen Knochen- und Dentinbildung bei 
Schweinen zur BSP-Expression und schließlich zur Akkumulation im peritubulären 
Dentin und in der Knochenmatrix kommt. Älterer Knochen fluoreszierte dabei 
schwächer als neugebildeter Knochen (Chen, McCulloch et al. 1993). 
BSP wurde in Experimenten nicht in proliferierenden Chondrozyten, Fibroblasten und 
Muskelzellen nachgewiesen, sondern nur in aktiv an der Mineralisation beteiligten 
Zellen des Knochens und der Zahnhartsubstanzen (Chen, Shapiro et al. 1991). 
 
In humanem Bone Sialoprotein I zeigt sich eine NH2-Ile-Pro-Val-Lys-Gln-Ala…- 
Aminosäuresequenz. Das Bone Sialoprotein II weist dagegen eine NH2-Phe-Ser-Met-
Lys-Asn-Leu…-Aminosäuresequenz auf, so dass also ein Unterschied zwischen beiden 
Proteinen nachgewiesen werden konnte (Fisher, Hawkins et al. 1987).  
Eine Forschungsgruppe fand heraus, dass BSP I dem Osteopontin entspricht, während 
BSP II das eigentliche BSP darstellt. In Osteopontin ist Aspartat vorherrschend, 
wohingegen BSP überwiegend Glutaminsäure aufweist (Sodek und McKee 2000). 
 
Eine signifikante Korrelation zwischen BSP-Serum-Werten und B-ALP („bone alkaline 
phosphatase“) sowie zwischen BSP und Osteocalcin konnte bei Osteoporosepatienten 
festgestellt werden. Eine schwache Assoziation fiel zwischen BSP und PICP              
(„c-terminal extension peptide of type-I-Procollagen“) auf. Es wurde eine umgekehrte 
Korrelation zwischen BSP und den Serum-Estradiol-Werten nachgewiesen. BSP ist 
also ein gut nutzbarer diagnostischer Marker zur Aufklärung des Knochenstoffwechsels 
(Fassbender, Ruf et al. 2000).  
 
Durch Dexamethason, ein Differenzierungshormon, wurde in Studien eine signifikante 
Knochen bildende Antwort bei Osteoprogenitorzellen-angereicherten Zellkulturen 
induziert, welche sich in einer Erhöhung der alkalischen Phosphatase-Aktivität, erhöhter 
Kalzium-Konzentrationen, Kollagenakkumulation, erhöhter Produktion mancher nicht- 
kollagener Proteine (unter anderem BSP) und des „bone morphogenic proteins (BMP)“ 
sowie in Knochenknötchen darstellte (Yamamoto, Furuya et al. 2002). 
 
In Knochenzellkulturen kommt es durch die Zugabe von gereinigtem bovinen BSP zur 




BSP zeigt einen mitogenen Effekt auf Präosteoblasten, da diese in Osteoblasten 
differenziert werden und dadurch die Knochenkalzifikation stimuliert wird (Zhou, Takita 
et al. 1995). Die BSP-Genexpression kann durch den „fibroblast growth factor 2 (FGF 
2)“ oder durch Forskolin (FSK) sehr stark erhöht werden. Beide Faktoren wirken dabei 
synergistisch aufeinander ein. Die Transkription, die durch FGF 2/FSK stimuliert wird, 
kann jedoch unter anderem durch die Proteinkinase A (PKA) und die Tyrosinkinase 
wieder blockiert werden (Shimizu, Nakayama et al. 2006). 
 
Auch Glucocorticoide und Mitglieder der „transforming growth factor ß family“ können 
die BSP-Expression stimulieren. 
 
Unter dem Einfluss von Ascorbinsäure, ß-Glycerophosphat und 1alpha, 25OH-Vitamin 
D3 können sich undifferenzierte, embryonale Stammzellen von Mäusen in vitro zu 
Osteoblasten differenzieren, die unter anderem mittels des BSP-Markers nachge-
wiesen wurden (zur Nieden, Kempka et al. 2003). Auch Whitson und Mitarbeiter wiesen 
bei fetalen, bovinen Knochenzellen eine rapide Zunahme von mineralisierter 
extrazellulärer Matrix unter dem Einfluss von Ascorbinsäure und ß-Glycerophosphat 
nach (Whitson, Harrison et al. 1984). 
Für BSP ist dabei charakteristisch, dass es erst in späten Stadien der 
Osteoblastendifferenzierung nachweisbar ist, so dass es sich um reife Osteoblasten 
handeln muss, die dieses exprimieren.  
 
In Experimenten wurde bei Ratten, die ohne Vitamin D aufwuchsen, die relative Menge 
von nicht-kollagenen Proteinen gemessen. Es konnte kein Unterschied zwischen den 
rachitischen und normal aufgewachsenen Ratten bei der Expression von BSP, 
Osteonectin, Osteocalcin und Bone Proteoglycan I und II festgestellt werden 
(Wientroub, Fisher et al. 1987). In anderen Experimenten wurde allerdings doch ein 
Unterschied in der Regulation der BSP- und Osteopontinsynthese durch 1,25- 
dihydoxy-Vitamin D3 beobachtet. Es kam zu einer Zunahme von BSP und einer 







Es konnte experimentell nachgewiesen werden, dass sich die Expression von BSP- 
mRNA in Primärkulturen von embryonalen Osteoblasten der Hühnercalvaria unter dem 
Einfluss von Parathyroidhormon (PTH) um das zwei- bis vierfache erhöht (Yang und 
Gerstenfeld 1996). 
Demgegenüber ist PTH auch ein Stimulator der Knochenresorption durch Osteoklasten, 
reduziert in höheren Dosen die Osteoblastentätigkeit (in niedrigeren Dosen eher 
Stimulation der Osteoblastentätigkeit) und inhibiert die Synthese von Matrixproteinen 
(Marks und Popoff 1988). 
Auch in anderen Versuchen wurde nachgewiesen, dass das „PTH related protein 
(PTHrP)“, als ein para- oder autokrin wirkendes Hormon, die Zellproliferation, die 
Apoptose und die Differenzierung von Zementoblasten, sowie die Zahnentwicklung 
beeinflusst. Die Gen-Expression und Proteinsynthese von BSP in Zementoblasten wird 
durch PTHrP in vitro gehemmt (Ouyang, Franceschi et al. 2000).  
 
Das Bone Sialoprotein ist ein Kalzium bindendes Knochenmatrixprotein, welches als 
Kristallisationskeim fungiert und Kalzium, aber auch Phosphat, einfängt. Es wird sowohl 
von Osteoblasten als auch von Osteoklasten produziert. Wahrscheinlich besteht 
zwischen osteoklastisch und osteoblastisch produziertem BSP kein Unterschied. 
Studien zeigten, dass sich der größte Teil des BSP’s schnell an die Hydroxyl-
apatitkristalle bindet und dort die weitere Kristallbildung und das Knochenwachstum 
reguliert (Kasugai, Nagata et al. 1992). Die BSP-Expression geht mit der initialen 
Knochenmineralisation einher und wird als Zentrum der Hydroxylapatitformation 
angesehen. Eine zunehmende BSP-Produktion wurde in humanen Osteoblasten-
kulturen ab dem fünften Versuchstag in vitro gemessen, bevor sie ab dem 15. 
Versuchstag wieder abnahm (Hilbig, Wiener et al. 2005). 
 
In der Tumordiagnostik z. B. bei Mamma- und Prostatakarzinomen wird BSP als 
Tumormarker verwendet, da die Konzentration von BSP in diesen Fällen stark erhöht 
ist. Auch Metastasen lassen sich mit großer Sicherheit bei Tumorzellen, die eine 
Neigung zur Bildung von Knochenmetastasen zeigen, voraussagen. Wenn das zirku-
lierende BSP erhöht ist, besteht eine hohe Wahrscheinlichkeit der Knochenmetas-
tasenbildung innerhalb der nächsten zwei Jahre. Die Erhöhung der BSP-Transkription 
wird durch eine Veränderung in der ICE („inverted CCAAT element“)-Einheit der 
Promotorregion hervorgerufen (Su, Bansal et al. 2005). 
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Von Bauerle und Mitarbeitern wurde an Nacktratten, in die humane Mammakarzinom- 
Zellen eingebracht wurden, eine Tumortherapie mit BSP-Antikörpern durchgeführt 
(Bauerle, Peterschmitt et al. 2006).  
Dabei wurden den Nacktratten der BSP-Antikörper in verschiedenen Konzentrationen 
und unterschiedlichen zeitlichen Abständen subcutan injiziert. Es konnte dabei eine 
Heilung der Knochenmetastasen nachgewiesen werden. Tumorzellen, die mit BSP- 
Antikörpern markiert waren, verursachten keine Knochenmetastasen mehr, es konnte 
sogar eine Induktion der Knochenformation beobachtet werden. Anti-BSP-Antikörper 
sind monoklonal oder polyklonal und können der Bestimmung von tumorösem BSP, der 
Diagnose und Prognose von Knochenmetastasen und der Therapie von Tumoren 
dienen. 
Eine andere Möglichkeit in der Tumortherapie ist, die für die Zellbindung verantwortliche 
RGD-Sequenz zu verändern. Somit kommt es zur Apoptose der Tumorzelle.  
Alpha(V)beta(3), ein Mitglied der Integrin-Familie der Adhäsions-Rezeptoren, ist in eine 
Reihe von physiologischen und pathologischen Prozessen involviert, so zum Beispiel 
bei der Kontrolle der Knochendichte, der Gefäßbildung, der Apoptose, des Tumor-
wachstums und der Metastasenbildung. Es wurde in Studien herausgefunden, dass 
BSP ein wichtiger Ligand des alpha(V)beta(3) ist und durch die Aktivierung des 
Integrins die Zelladhäsion und -migration an BSP beeinflusst wird. Die Aktivierung von 
alpha(V)beta(3) in neoplastischen Zellen mag wesentlich für das Tumorwachstum und 
das Metastasepotential beitragen (Byzova, Kim et al. 2000). 
 
Die BSP-Expression, sowie die Genexpression der anderen Knochenproteine, wie 
Osteopontin, alkalische Phosphatase und Osteocalcin, kann durch Melatonin erhöht 
werden. Als Voraussetzung müssen die Zellen jedoch unter der Präsenz von 
Ascorbinsäure und beta-Glycerophosphat aufwachsen. Melatonin fördert die 
Osteoblastendifferenzierung und die Matrixmineralisation und spielt wahrscheinlich eine 
essenzielle Rolle in der Regulation des Knochenwachstums (Roth, Kim et al. 1999). 
 
BSP kann die Osteoklastentätigkeit und somit eine Knochenresorption induzieren. Auf 
der anderen Seite kann es aber auch das Osteoklastenüberleben und die Apoptose 
beeinflussen. Der genaue Mechanismus, wie dies unter pathologischen Umständen 
vonstatten geht, ist allerdings noch unbekannt. 
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Man weiß jedoch, dass BSP den Hauptregulator der Osteoklastogenese, den „nuclear 
factor of activated T cells (NFAT)-2“, aktivieren, einen Anstieg von Osteoklasten- 
„survival“-Markern und eine Abnahme von Osteoklasten-Apoptose-Markern (z. B. 
Caspase-8) induzieren kann  (Valverde, Tu et al. 2005).  
Des Weiteren wird durch BSP die Osteoklastenadhäsion durch Bindung der RGD- 
Sequenz an den Vitronectin-Rezeptor (ανß³ Integrin), welcher auf der Osteoklasten-
oberfläche vorkommt, begünstigt und die Knochenresorption induziert (Raynal, Delmas 
et al. 1996). 
Andererseits kann durch Lipopolysaccharid, welches die Knochenresorption durch 
Stimulation der Osteoklastendifferenzierung induziert, wiederum eine Verminderung der 
BSP-Transkription bewirkt werden (Kato, Nakayama et al. 2006). 
 
Der „Leukemia inhibitory factor (LIF)“ und sein Rezeptor sind dem Oncostatin M und 
wiederum dessen Rezeptor sehr ähnlich, haben jedoch unterschiedliche Wirkungen auf 
die Produktion von BSP und OCN. Beide sind der Gruppe der Zytokine zuzuordnen. Die 
BSP- und OCN-Expression in Zellkulturen kann durch Maus-Oncostatin M inhibiert 
werden, während der „Leukemia inhibitory factor (LIF)“ die OCN-Produktion blockiert 
und keinen Einfluss auf die BSP-Expression hat (Malaval, Liu et al. 2005). 
 
Die Gewebetransglutaminase (TG) ist ein intra- und extrazelluläres, proteinverbinden-
des Enzym, welches bei der Apoptose eine Rolle spielt, matrixstabilisierende Vorgänge 
beeinflusst und in Zellattachmentvorgänge verschiedener Gewebe involviert ist. Man 
findet sie im Knochen sowohl im Osteoid, als auch in der perizellulären Matrix um die 
Osteozyten herum – ebenso lässt es sich sowohl in Osteoblasten als auch in 
Osteozyten nachweisen. Seine drei Hauptsubstrate sind  die nichtkollagenen Proteine 
BSP, Osteopontin und HS-Glykoprotein (Heremans-Schmid-Glykoprotein). Dies zeigt, 
dass die Transglutaminase eine mögliche Rolle in der Knochenreifung und in 
Kalzifizierungsvorgängen hat (Kaartinen, El-Maadawy et al. 2002). 
 
Mit BSP beschichtete Implantate wurden von Hilbig und Mitarbeitern getestet. Hierbei 
wurde festgestellt, dass die Osteoblasten die Implantatoberfläche nicht als fremd 
erkannten und frühzeitig mit der Produktion von Knochenmatrix begannen (Hilbig, 




In Versuchen von Cooper und Mitarbeitern wurden mit mesenchymalen Stammzellen 
beschichtete Implantate untersucht, die nach 14 Tagen, nachdem die Differenzierung 
der Zellen eingesetzt hatte, eine BSP-Transkription aufwiesen. Dies zeigt das 
osteogene Potenzial von kryokonservierten humanen mesenchymalen Stammzellen 
(Cooper, Harris et al. 2001). 
 
2.8 Apoptose von Knochenzellen 
 
Während der Embryogenese erfolgt die Kontrolle der Zellpopulation über die 
Absterberate der Zellen. Dies spielt ebenso bei sich regenerierenden Geweben eine 
entscheidende Rolle. Der Zelltod tritt also während der Embryogenese, Metamorphose, 
Zellatrophie und dem normalen Zell-„turnover“ auf (Nagata 1997). Man nennt diesen 
physiologischen und in festen Signalmustern ablaufenden Zelluntergang Apoptose. Es 
kommt dabei zu einer streng kontrollierten Zellauflösung, weshalb man die Apoptose 
auch als programmierten Zelltod bezeichnet. Die Zelle zerfällt und wird von 
Nachbarzellen verdaut. Apoptotische Zellen geben ihre Oberflächenspezialisierungen 
und Haftverbindungen zu ihren Nachbarzellen auf und schrumpfen zusammen. Das 
Kernchromatin kondensiert, während alle anderen Zellorganellen normal bleiben, was 
den Unterschied zur Nekrose ausmacht. Damit ist die Apoptose ein im Prinzip 
physiologischer Vorgang. Die Chromosomen werden durch Endonukleasen in kleine 
Fragmente gespalten, schließlich teilt sich die gesamte Zelle und zerfällt in sogenannte 
apoptotische Körperchen. Diese apoptotischen Körperchen werden nun von anderen 
Zellen erkannt und phagozytiert oder gehen extrazellulär unter (Stevens 1997). 
Die Apoptose ist als die in den meisten Geweben vorherrschende Form des 
physiologischen Zellverlusts identifiziert worden. 
 
Die Nekrose ist ein pathologischer Vorgang, der durch Zellschädigung hervorgerufen 
wird. Dabei kann man eine Zellschwellung mit anschließender Lyse sowie eine 






Die Zellumsatzrate ist genau über ein Zusammenspiel von verschiedenen endokrinen 
und parakrinen Faktoren reguliert, welche gewebe- und zellspezifische Antworten der 
Proliferation und Apoptose entweder direkt oder durch Beeinflussung der Expression 
und Funktion von Schlüsselgenen steuern. 
Gewebeerhaltung ist ein kontinuierlicher Prozess, bei dem Progenitorzellen rekrutiert 
und in spezifische Zelltypen, die kompetent in der Erfüllung spezialisierter Funktionen 
sind, differenziert werden. Ungewollte Zellen werden, ohne ihre Nachbarzellen zu 
beeinflussen, eliminiert. Die Apoptose ist ein energieverbrauchender Vorgang (Medh 
und Thompson 2000). 
Die Gene für den programmierten Zelltod in Säugetierzellen sind bisher schwer 
zugänglich, so dass man annimmt, dass das Wissen von der Nematode Caeorhabditis 
elegans auch auf Säugetiere übertragen werden kann. Bei diesen wirbellosen Tieren 
wurden 14 Gene gefunden, die mit der Apoptose in Verbindung gebracht wurden. Drei 
Gene nehmen dabei eine besonders wichtige Funktion bei der Apoptose von allen 
somatischen Zellen ein. Es handelt sich dabei um die Gene ced-3 und ced-4, die den 
programmierten Zelltod unterstützen und ced-9, der diesen Prozess verhindert. Ebenso 
verhindert Bcl-2 den Zelltod. In Untersuchungen von Chatterjee wurde eine Induktion 
der Apoptose durch Vitamin D3 nachgewiesen, welche durch eine Runterregulierung 
des Bcl-2-Proteins hervorgerufen wurde (Chatterjee 2001). Dadurch kann es unter 
anderem zu einer Apoptose von Zellen des Colons und der Mamma kommen, so dass 
dem Vitamin D eine wichtige Rolle in der Tumortherapie zukommt. 
Das „Interleukin-1β converting enzyme“ ist das mit dem ced-3-Gen der Nematode C. 
elegans gleichzusetzende Säugetiergen (Hundt 2000). 
 
Die Apoptose wird durch bestimmte Zytokine, wie zum Beispiel durch den Fas- 
Liganden (FasL) und den Tumornekrosefaktor (TNF) ausgelöst. Diese binden jeweils an 
ihre zugehörigen Rezeptoren und iniziieren so den Zelluntergang (Nagata 1997). TNF- 
alpha ist ein wichtiger Mediator beim Knochenverlust, da durch ihn der Transkriptions-
faktor NF-kappaB, c-Jun N-terminale Kinasen (JNK) und verschiedene Mitglieder der 
Caspase-Familie (Caspase 3, 8 und 9) mit ihren Cystein-Proteasen aktiviert werden. 
Gleiches geschieht bei der Bindung von H2O2 an die Zelle. Intrazellulär kommt es 
daraufhin zu einem Anstieg der Konzentration von freien Sauerstoffradikalen (Byun, 




Von „alpha-lipoic acid“ nimmt man an, dass es eine therapeutische Wirkung mit 
Minderung von Knochenverlusten hat. In Studien fand man heraus, dass das 
Thiolantioxidans „alpha-lipoic acid“ Knochenzellen vor der TNF-alpha und H2O2- 
induzierten Apoptose schützt (Byun, Koh et al. 2005). 
 
Eine wichtige Funktion kommt der Caspase-3 zu. Sie spielt in einem sehr frühen 
Stadium des Zelluntergangs eine Rolle und aktiviert, neben ihrer proteolytischen 
Funktion, andere Caspasen und greift zytoplasmatische sowie nukleäre Strukturen an 
(Hundt 2000). 
Der Apoptosevorgang beginnt durch die Blockierung des Tumorsuppressorgens p53, 
welchem eine Sicherheitsfunktion zukommt, da es die Zellteilung von geschädigten 
Zellen entweder so lange inhibiert, bis die DNA repariert ist oder bei irreparablem 
Schaden die apoptotische Signalkette einleitet. Man nimmt an, dass es während des 
Apoptosevorgangs zur Freisetzung von freien Sauerstoffradikalen (ROS) kommt, die 
zum oxidativen Stress in der Zelle führen. 
Die Apoptose kann außerdem durch von Mitochondrien freigesetzte Faktoren ausgelöst 
werden. Hierbei handelt es sich zum Beispiel um die AIF’s („apoptosis inducing factors“) 
und Apafs („apoptosis protease-activating factors“), die die Caspase-Aktivität triggern 
(Hundt 2000). 
In Untersuchungen wurde festgestellt, dass durch Eisenchelatoren, die als 
Hydroxylradikalfänger fungierten, die H2O2-induzierte Apoptose verhindert werden 
konnte (Park, Yoo et al. 2005). 
 
Curcumin, das gelbe Pigment der Curcuma longa, ist als Antioxidans und für seine anti-
inflammatorische Wirkung bekannt. Des Weiteren kann es aber auch die Zellapoptose 
entweder einleiten oder davor schützen. Die Apoptose wird unter anderem durch die 
Aktivierung der Caspase-3 bei Konzentrationen unter 25 muM in menschlichen 
Osteoblasten-Zellkulturen induziert. Bei höheren Konzentrationen von Curcumin (50-
200 muM) kommt es nicht zur Apoptose, sondern eher zur Nekrose von Osteoblasten 
(Chan, Wu et al. 2006). 
Bisphosphonate induzieren die Apoptose von Osteoklasten, wodurch es zu einer 
Reduktion der Resorption und des „bone remodelings“ kommt. Die Apoptose von 
Osteoblasten und Osteozyten kann jedoch wiederum dosisabhängig durch 
Bisphosphonate sowohl in vivo als auch in vitro verhindert werden.  
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Die Apoptose der Osteoklasten wird durch Hemmung des Mevalonate-Weges oder 
durch Umwandlung in toxische ATP-Analoga hervorgerufen.  
Der Schutz der Osteoblasten vor Apoptose wird durch das Öffnen von „connexin43 
hemichannels“ und die Aktivierung von extrazellulären signalregulierten-Kinasen (ERK) 
ermöglicht (Plotkin, Manolagas et al. 2006). 
 
In Zellkulturen kann die Apoptose ebenso durch Oncostatin M (OSM) induziert werden 
(Malaval, Liu et al. 2005).  
 
Laut Medh und Thomson spielen Zytokine und Hormone – dabei vor allem Östrogene 
und andere Sexualhormone – eine Rolle im „bone remodeling“ (Medh und Thompson 
2000). Die Hormone können dabei die Osteoblasten und Osteoklasten direkt oder 
indirekt über die Regulation der Zytokinproduktion beeinflussen. Östrogene fördern die 
Osteoklastenapoptose. Des Weiteren fanden sie heraus, dass der Einfluss von 




Abb. 5: Hormonelle Regulation der Osteoklasten- und Osteoblastenapoptose 






Das Einfrieren von Zellen bedingt die Möglichkeit, auf eine bereits vorhandene Zellkultur 
jederzeit zugreifen zu können. Ein permanentes Aussetzen der Kultivierung von Zellen 
kann mittels der Kryokonservierung bei tiefstmöglichen Temperaturen erfolgen. 
Durch das Einfrieren können die Zellen über mehrere Monate oder Jahre aufbewahrt 
werden. Eine Langzeitkonservierung ist nur durch eine weitgehende Herabsetzung des 
Stoffwechsels, also durch eine hohe Temperaturabsenkung mit flüssigem Stickstoff bei 
-196 °C möglich. Die Überlebensrate der Zellen sinkt mit der Zunahme der Lager- 
temperatur.  
Um eine Eiskristallbildung und damit die Zellzerstörung während des Einfrierens zu 
vermeiden, muss dem Einfriermedium ein Gefrierschutzmittel zugefügt werden. Alter-
nativ zu DMSO als Schutzmittel kann auch Glycerin verwendet werden. Üblicherweise 
werden diese Substanzen zu 10 % dem Einfriermedium zugesetzt. 
Als Einfriermedium wird das für die Zellanzucht verwendete Kulturmedium oder Serum 
benutzt. Um eine Schädigung der Zellen bei der Kryokonservierung zu minimieren, ist 
ein zügiges Einfrieren nötig, denn je länger die Zellen in der flüssigen Einfrierlösung 
sind, desto größer ist die Schädigung durch das DMSO. Aus diesem Grund sollte auch 
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Im Rahmen eines oralchirurgischen Eingriffes wurde nach vorheriger Aufklärung und 
schriftlicher Einverständniserklärung des männlichen Spenders Knochengewebe aus 
dem Ober- und Unterkiefer des Patienten entnommen. Die Genehmigung der Ethik-
kommission der Universität Leipzig lag vor. Das Knochengewebe wurde sofort in 




Es wurden Probekörper aus CPT (commercial pure titanium=kommerziell reines Titan 
mit maschinell bearbeiteter, glatter Oberfläche) mit dem Durchmesser 6 mm und einer 
Dicke von 0,5 mm verwendet, die vor Beginn der Untersuchung bei 134 °C autoklaviert 
wurden. Es handelte sich um Titanplättchen, die den Vorteil haben, die komplexe 
Schraubengeometrie eines originalen Dentalimplantates auf eine nahezu zwei-
dimensionale Fläche mit Erhalt der Oberflächenstrukturen zu reduzieren. Dies 
ermöglicht einerseits eine Vereinfachung des Versuchsansatzes und andererseits eine 











Abb. 6: Rastermikroskopische Aufnahme der Oberfläche des Titanprüfkörpers 
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3.1.3 Materialien zur Kultivierung 
 
Puffer und Zusätze  
  
PBS (Phosphatgepufferte Salzlösung) Apotheke Universitätsklinikum Leipzig 
Dinatriumhydrogenphosphat-2-hydrat p.a. 1,463 g 
Kaliumdihydrogenphosphat p.a. 0,245 g 
Natriumchlorid DAB 10 8,0 g 
Aqua dest. ad 1000 ml 
Streptomycin 100 U/ml PromoCell bioscience alive 
Penicillin 100 U/ml PromoCell bioscience alive 




Osteoblast Growth Medium PromoCell bioscience alive 
Fetales Kälber Serum (FKS) PromoCell bioscience alive 
Dimethyl Sulfoxide (DMSO) SIGMA 
 
3.1.4 Materialien zum Passagieren 
 
PBS (siehe oben) Apotheke Universitätsklinikum Leipzig 
Trypsin-PBS 1:250 (0,25%) w/o PromoCell bioscience alive 
Zellkulturmedium (siehe oben)  
 
3.1.5 Materialien zum Fixieren 
 
Paraformaldehyd reinst (PFA) Merck  
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3.1.6 Materialien für immunhistochemische Reaktionen  
 
Ziegenormalserum (ZNS) DakoCytomation 
Bovines Serum Albumin (BSA) Sigma 
PBS (siehe oben) Apotheke Universitätsklinikum Leipzig 
Anti-Human Bone Sialoprotein-Antikörper 
(monoklonal)  
Immundiagnostik AG 
Anti-Human CD90 (Thy-1)/Fibroblasten- 
Marker (monoklonal) 
Dianova GmbH 
Cy ™3-konjugiertes Ziege-Anti-Maus IgG 
(L+H) als Sekundärantikörper (ZAM- Cy3) 
Jackson ImmunoResearch 
Laboratories, INC 
4,6-Diamidino-2-phenylindol + 2HCl p.a. SERVA 
(DAPI) Feinbiochemica GmbH & Co KG 
Ethanol absolute reinst z. A. J. T. Baker 
Aqua dest. Apotheke Universitätsklinikum Leipzig 
 
3.1.7 Materialien zum Eindecken 
 
Fluorescent Mounting Medium Dako Cytomation 
 
3.1.8 Labortechnisches Zubehör 
 
Sicherheitswerkbank Herasafe Kendro Laboratory Products 
Brutschrank Thermo Forma Thermo Electron Corporation 
Tiefkühlschrank, Premium, -20 °C LIEBHERR 
Tiefkühlschrank, ProfiMaster 55U, -70 °C National Lab GmbH 
Kühlschrank LIEBHERR 
Schüttler VIPRAMAX 100 Heidolph 
Vortex-Mixer Stuart 
Zentrifuge Eppendorf 5702 Eppendorf-Netheler-Hinz GmbH  
Analysewaage Kern 410 Firma Kern  
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Cryo freezing container „Mister frosty“ Nalgene 
Wasserbad Typ 1002 Labortechnik GmbH Burgwedel 
Lab Tec II ® Chamber SlideTM System Nalgene Nunc International 
Zellkulturflaschen 25 cm² und 75 cm² Greiner bio one 
Deckgläschen Menzel Gläser 
Pipettierhilfe Accu-Jet Brandt 
Serologische Einmalpipetten SARSTEDT 
Kryo-Röhrchen Greiner bio one 
Minisart Spritzenfilter Sarstedt 
Einmalspritzen Omnifix B. Braun Melsungen AG 
Eppendorf Reaktionsgefäße 2,0 ml Eppendorf AG 
Skalpell Aesculap 
Neubauer Zählkammer Feinoptik Bad Blankenburg 
Fluoreszenzmikroskop Axiophot Carl Zeiss Jena 
Mikroskop Axiovert Carl Zeiss Jena 
Mikroskop Laboval Carl Zeiss Jena 
Axio Cam MRc5 Carl Zeiss Jena 
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3.2 Methoden 
3.2.1 Zellkultivierung  
 
In der sterilen Werkbank erfolgten das Reinigen der entnommenen Knochenreste von 
Blut und ein nochmaliges Spülen mit PBS. Die Knochenstücke des Ober- und 
Unterkiefers wurden jeweils in eine Petrischale überführt, mit dem Skalpell in ca. 1 mm3 
große Fragmente zerkleinert und nochmals mit frischem PBS gespült. Alle 
nachfolgenden Schritte erfolgten parallel für das Knochenmaterial aus dem Ober- und 
Unterkiefer. Die Spülpuffer wurden abgesaugt und die Knochenstücke mit 0,25%iger 
Kollagenase bei 37 °C, 5 % CO2 und einer Luftfeuchtigkeit von 95 % 30 Minuten 
inkubiert, anschließend die Überstände abgesaugt und verworfen.  
Mit frischer Kollagenaselösung inkubierten wir anschließend für 3 Stunden unter 
gleichen Bedingungen.  
Durch die Einwirkung der Kollagenase wurden die interzellulären Verbindungen der 
Knochenzellen gespalten, so dass sich die Knochenzellen aus der Knochenmatrix 
lösten. Die Überstände pipettierten wir ab und sammelten sie in Zentrifugenröhrchen. 
Die verbliebenen Knochenstücke wurden nochmals mit PBS gespült. Diese 
Spüllösungen überführten wir ebenfalls in das jeweilige Zentrifugenröhrchen und 
zentrifugierten diese für 10 min bei 1000 Umdrehungen pro Minute. 
Die Überstände wurden verworfen und die verbleibenden Sedimente mit 1 ml Nähr-
medium aufgefüllt und resuspendiert. 
Die Suspensionen mit den Knochenstücken aus dem Ober- und Unterkiefer überführten 
wir in die einzelnen Kulturflaschen (25 cm²) und füllten sie mit 2 ml Medium auf. Bei 37 
°C wurden sie nun in einer Wasser gesättigten Umgebung bei 5 % CO2 für 24 Stunden 
inkubiert. 
Danach pipettierten wir in jede Kulturflasche 2,5 ml frisches Medium hinzu und beließen 
sie für sieben Tage in Ruhe im Brutschrank. Dies sollte das Anwachsen der 
Knochenzellen am Boden der Kulturflasche begünstigen. 
Danach erfolgte aller drei Tage ein Wechsel des Nährmediums, wobei dieses auf 37 °C 
vortemperiert wurde. Das Zellwachstum kontrollierten wir dabei mikroskopisch. 
Nachdem die Zellen den gesamten Boden der Kulturflasche eingenommen hatten, also 
ein konfluentes Zellwachstum erreicht wurde, erfolgte das erste Passagieren der Zellen.  
 




Zur Subkultivierung pipettierten wir die Nährmedien ab. Die Kulturflaschen wurden dann 
mit PBS (kalzium- und magnesiumfrei) vorsichtig gespült, da geringe Mengen an noch 
verbliebenem Medium die Wirkung von Trypsin beeinträchtigen können. Es erfolgte die 
Inkubation mit 10%iger Trypsin-PBS-Lösung im Brutschrank bei 37 °C für etwa 1 
Minute. Die Überstände wurden bis auf etwa 0,5 ml abpipettiert und die Zellkulturen 
nochmals für 5 Minuten im Brutschrank inkubiert. Den Vorgang der Trypsinierung 
überprüften wir mikroskopisch. 
Durch das Trypsin lösten sich die Zellverbindungen, so dass sich die Knochenzellen als 
abgerundete Zellen darstellten. Sobald die Trypsinierung abgeschlossen war, ließen 
sich die Zellen durch leichtes Klopfen auf die Unterseite der Kulturgefäße (Shake off- 
Verfahren) lösen.  
Um den Vorgang der Trypsinierung zu stoppen, setzten wir den Kulturen 5 ml frisches 
Nährmedium zu und spülten vorsichtig durch. Diese Zellsuspensionen wurden jeweils in 
ein 15 ml Zentrifugenröhrchen pipettiert und bei 1000 U/min 10 Minuten zentrifugiert. 
Die Überstände verwarfen wir und die Pellets wurden mit 2 ml frischem Medium 
aufgefüllt und vorsichtig resuspendiert. 
Von den Primärzellsuspensionen der Ober- und Unterkieferzellen überführten wir 
jeweils 1 ml in eine 75 cm² Zellkulturflasche. Des Weiteren kamen 14 ml frisches 
Nährmedium hinzu. Alle drei Tage musste das Medium gewechselt und das Wachstum 
mikroskopisch kontrolliert werden, bis die Zellen konfluent waren. 
 
3.2.3 Einfrieren der Zellen 
 
Die restlichen Milliliter der einzelnen Zellsuspensionen zentrifugierten wir nochmals und 
verwarfen die Überstände. Die Pellets wurden in 1350 µl vorgekühltem FKS vorsichtig 
resuspendiert. Zu diesen Zellsuspensionen pipettierten wir 150 µl DMSO und mischten 
dies vorsichtig. 
Diese Primärzellsuspensionen der Ober- und Unterkieferzellen wurden jeweils in ein 
Kryoröhrchen pipettiert, welches man in einen Cryo freezing container, der mit Propanol 
gefüllt war, platzierte. Der Container wurde für 20 Minuten bei -20 °C eingefroren. 
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Das Propanol bewirkte dabei, dass die Abkühlgeschwindigkeit konstant 1 °C betrug. 
Danach erfolgte die Überführung in einen Tiefkühlschrank bei -70 °C für 48 Stunden. 
 
3.2.4 Auftauen der Zellen 
 
Die Kryoröhrchen wurden aus dem Tiefkühlschrank entnommen und im Wasserbad bei 
37 °C aufgetaut. Unter der sterilen Werkbank überführten wir mit einer Einmalpipette die 
in FKS und DMSO eingelagerten Ober- und Unterkieferzellen in separate 
Zentrifugenröhrchen und zentrifugierten diese für 10 Minuten bei 1000 U/min. 
Anschließend wurden die Überstände abgesaugt, die Pellets in 5 ml Osteoblasten-
medium resuspendiert und vorsichtig gespült. Um das DMSO gründlich aus den 
Zellsuspensionen auszuwaschen, wurde dieser Vorgang nochmals mit frischem 
Medium wiederholt.  
Danach resuspendierten wir die Pellets in 1 ml Osteoblastenmedium und überführten 
diese jeweils in eine 75 cm² Kulturflasche und füllten mit 14 ml Medium auf. Im 
Brutschrank wurden die Zellkulturflaschen unter den bekannten Bedingungen bis zum 
konfluenten Wachstum belassen. Jeden dritten Tag ersetzten wir das Nährmedium 
durch frisches Medium. 
 
3.2.5 2. Subkultur 
 
Das Passagieren der Ober- und Unterkieferzellen für die zweite Subkultur wurde analog 
dem Vorgehen der ersten Subkultur durchgeführt. Dabei wurden Kulturen der frischen 
und der gefrorenen Zellen trypsiniert, zentrifugiert und die entstandenen Pellets mit 3 ml 
frischem Medium resuspendiert. Von den verschiedenen Zellsuspensionen wurde 
jeweils 1 ml in eine 75 cm² Kulturflasche überführt und mit 14 ml Nährmedium aufgefüllt. 
Unter den bekannten Bedingungen und einem dreitägigen Mediumwechsel bewahrten 
wir die Kulturflaschen bis zum konfluenten Wachstum im Brutschrank auf. 
 
 




Die konfluenten Zellen der 2. Subkulturen mussten nun wiederum durch Trypsinierung 
und dem Shake off-Verfahren vom Boden der Zellkulturflaschen abgelöst, gespült  
sowie zentrifugiert werden. Die Überstände wurden abpipettiert und das Pellet mit 5 ml 
frischem Nährmedium resuspendiert. 
Unter Zuhilfenahme einer Neubauer-Zählkammer bestimmten wir die Zellanzahl, und 
die einzelnen Zellsuspensionen wurden mit Medium so verdünnt, so dass sich ein 
Verhältnis von 2000 Zellen pro ml ergab. 
 
 




Die vorbereiteten Titanprobekörper legten wir nun in die Kammern der Chamber Slides. 
Der Versuch war auf insgesamt fünf verschiedene Versuchszeiten festgelegt. So wurde 
für den 5., 10., 15., 20. und 25. Versuchstag jeweils ein Chamber Slide für die frischen 
und gefrorenen Zellen aus dem Ober- und Unterkiefer mit den Probekörpern bestückt. 
Die Belegung der Kammern war für jeden Versuchstag identisch. 
 




Abb. 8: Lab Tec II Chamber Slide System mit Probekörpern 
 
 
5. Tag OK+ OK+ OK+ OK+  OK- OK- OK- OK-  UK+ UK+ UK+ UK+  UK- UK- UK- UK- 
 OK+        OK-        UK+        UK-       
                    
10. Tag OK+ OK+ OK+ OK+  OK- OK- OK- OK-  UK+ UK+ UK+ UK+  UK- UK- UK- UK- 
 OK+        OK-        UK+        UK-       
                    
15. Tag OK+ OK+ OK+ OK+  OK- OK- OK- OK-  UK+ UK+ UK+ UK+  UK- UK- UK- UK- 
 OK+        OK-        UK+        UK-       
                    
20. Tag OK+ OK+ OK+ OK+  OK- OK- OK- OK-  UK+ UK+ UK+ UK+  UK- UK- UK- UK- 
 OK+        OK-        UK+        UK-       
                    
25. Tag OK+ OK+ OK+ OK+  OK- OK- OK- OK-  UK+ UK+ UK+ UK+  UK- UK- UK- UK- 
 OK+        OK-        UK+        UK-       
 
OK+  frische Zellen aus dem Oberkiefer 
OK-  gefrorene Zellen aus dem Oberkiefer 
UK+  frische Zellen aus dem Unterkiefer 
UK-  gefrorene Zellen aus dem Unterkiefer 
Abb. 9: Schema Versuchsaufbau einschließlich Legende 
 




Auf die Probekörper pipettierten wir vorsichtig 0,5 ml der verdünnten Zellsuspension, 
welches einem Besatz von 1000 Zellen pro Probekörper entspricht. Die Chamber Slides 
wurden nun im Brutschrank bei 37 °C und 5 % CO2 aufbewahrt und das Nährmedium 
jeden zweiten Tag durch frisches Medium ersetzt. 
Nach Ablauf der vorgegebenen Versuchszeiten (5, 10, 15, 20 und 25 Tage) wurden 
jeweils ein Chamber Slide OK frisch und gefroren sowie UK frisch und gefroren 
entnommen. 
 
3.2.9 Immunhistochemischer Nachweis 
 
Als Färbemethode zur Markierung des Antigens BSP wählten wir das indirekte 
Verfahren in zwei Schritten. Dabei reagiert zuerst ein unkonjugierter Primärantikörper 
mit dem Antigen, in unserem Fall BSP.  
Der nachfolgende, konjugierte Sekundärantikörper ist gegen den Primärantikörper 
gerichtet, der jetzt das Antigen darstellt. Das Fluorochrom ist schließlich mittels 




1 – Antigen 
2 – Primärantikörper 
3 – Sekundärantikörper 
4 – Fluorochrom 
 




Material und Methoden 
 57
Zum Nachweis der Fibroblasten wählten wir den direkten Antigen-Antikörper-Nachweis, 





1 – Antigen 
2 – Primärantikörper 
3 – Fluorochrom 
 
Abb. 11: Direkter Antigen-Antikörper-Nachweis 
 
3.2.10 Doppelmarkierung von BSP und Fibroblasten 
 
Das Medium saugten wir nun von jedem Probekörper ab, spülten die Zellen vorsichtig 
mit PBS und pipettierten das PBS wiederum ab. Die Zellen auf den Probekörpern 
wurden jetzt 10 Minuten mit 4%igem Paraformaldehyd in PBS fixiert und anschließend 
4-mal auf dem Schüttler mit PBS gespült. Durch die Fixierung mit 4%igem 
Paraformaldehyd in PBS beendeten wir das Zellwachstum, die Antigene wurden fixiert 
und für die Antikörper zugänglich gemacht. Ab dem folgenden Zeitpunkt führten wir alle 
Arbeitsschritte unter Lichtabschluss durch. Nach dem Absaugen der letzten Spülflüssig-
keit wurden die Zellen in 10 % Ziegenormalserum mit 2%igem BSA in PBS für 1 Stunde 
auf dem Schüttler inkubiert. Dies diente dem Zweck, unspezifische Bindungen zu 
blockieren und damit auch die unspezifische Hintergrundfärbung zu verringern. Danach 
wurde die Flüssigkeit abpipettiert und nicht gespült. 
Die primäre Inkubationslösung bestand aus dem BSP-Antikörper (1:100 verdünnt in 
PBS mit 2 % BSA) und dem Fibroblastenmarker FITC-konjugiert (1:10). Die Präparate 
mussten über Nacht im Kühlschrank inkubiert werden. 
Am nächsten Morgen spülten wir wiederum 4-mal 5 Minuten mit PBS auf dem Schüttler. 
Nun inkubierten wir die Präparate mit dem Sekundärantikörper ZAM-Cy3 für 30 Minuten 
auf dem Schüttler. Dieser war 1:200 in PBS mit 2 % BSA verdünnt. Darauf musste 3-
mal 5 Minuten in PBS gespült werden. 
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Um eine bessere Lokalisation der markierten Antigene zu erhalten, färbten wir die 
Zellkerne mit DAPI gegen. Dafür wurde 1 mg DAPI in 1 ml absolutem, unvergälltem 
Alkohol gelöst und 1:1000 mit PBS verdünnt. Die Präparate inkubierten wir damit für 1 
Minute. 
Als nächstes spülten wir 4-mal 5 Minuten auf dem Schüttler, davon 2-mal mit PBS und 
2-mal mit Aqua dest. Abschließend wurden die Kammern der Chamber Slides entfernt 
und der bleibende Objektträger mit Fluoreszenzeindeckmedium eingedeckt. 
 
3.2.11 Zellzählung und Grauwertmessung 
 
An den Präparaten wurden pro Titanoberfläche und Standzeit an jeweils drei randnahen 
und drei zentrumsnahen Bereichen des Probekörpers Zellzählungen und Grauwert-
messungen durchgeführt. 
Insgesamt wurden an jedem Versuchstag für die Knochenzellen der Ober- und 




Abb. 12: Messstellen auf dem Probekörper 
 
Die quantitative Ermittlung der Expression des nicht-kollagenen Knochenproteins BSP 
erfolgte durch die Messung des Grauwertes, durch den die jeweilige Belichtungszeit 
dividiert werden musste.  
Die Fluorochrome fluoreszierten je nach Belichtungszeit unterschiedlich stark, so dass 
die Ermittlung des Grauwertes von der Belichtungszeit abhing.  
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Bei langen Belichtungs-zeiten resultierten hohe Grauwerte, dagegen bei kürzeren 
Belichtungszeiten niedrigere Werte. Sowohl die Messungen der Grauwerte als auch die 
der Belichtungszeiten erfolgten mittels des Programms Axiovision 4.0 und wurden in 
das Tabellenkalkulations-programm Microsoft Excel übertragen. 
 
Die Bestimmung der BSP-Grauwerte wurde unter Verwendung des TRITC-Filters bei 
einer Wellenlänge von 546 nm, die Messungen der Grauwerte der Zellkerne mit dem 
DAPI-Filter bei 485 nm und der vermeintlichen Fibroblasten mit dem FITC-Filter bei 450 
nm durchgeführt. 
 
3.2.12 Dokumentation und Statistik 
 
Die Zellanzahlen sowie die Grauwerte, Belichtungszeiten und Standardabweichungen 
stellten wir im Tabellenkalkulationsprogramm Mircosoft Excel dar und konnten diese 
dann mittels Diagrammen grafisch abbilden. 
Die erhaltenen 30 Messungen der Zellanzahlen pro Präparat und Standzeit wurden 
gemittelt, grafisch abgetragen und verglichen. 
Um die relativen Grauwerte zu erhalten, wurden die absoluten Grauwerte durch die 
Belichtungszeiten dividiert. Des Weiteren erfolgten Berechnungen zur Ermittlung der 
mittleren Zellkerngrößen und relativen Zellaktivitäten. 
 
Bei 200facher Vergrößerung wurden an dem Fluoreszenzmikroskop, an welchem die 
Kamera Axiocam installiert war, von jeder Messstelle digitale Fotos gemacht. Es 
handelte sich dabei um Mehrkanalaufnahmen mit drei Kanälen. Das heißt, dass pro 
Messstelle nacheinander drei Aufnahmen mit den oben angeführten drei verschiedenen 
Filtern erfolgten. Durch die Software Axiovision 4.0 war es möglich, die einzelnen, pro 
Filter gemachten Fotos, zu einem Gesamtbild zusammenzufassen. 
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Abb. 13: 200 x, DAPI-Filter=Zellkerne  
 
Abb. 14: 200 x, TRITC-Filter=BSP  
 




Für die statistische Aufarbeitung wurde das Programm SPSS Version 14.0 genutzt. 
Beim Vergleich nominal skalierter Variablen wurde der Test nach Mann-Whitney-U 
















Einführend kann gesagt werden, dass sich in unseren Untersuchungen sowohl die 
mandibulären als auch die maxillären Knochenzellkulturen im frischen und im 
gefrorenen Zustand an die Titanoberflächen anlagerten. Die Wachstumskinetik 
unterschied sich jedoch auffallend je nach Knochenherkunft und Vorbehandlung. Bei 
der Auswertung der Ergebnisse nutzten wir die gemessenen Werte und stellten sie zur 
Verdeutlichung grafisch dar.  
 
4.1 Proliferationsanalytische Untersuchungen in Abhängigkeit von 
Knochenherkunft, Vorbehandlung und Standzeit  
 
In einer proliferationsanalytischen Studie untersuchten wir die Anzahl der 
Knochenzellen zu den verschiedenen Versuchszeiten auf den Titanoberflächen. Von 
den Probekörpern in jedem Chamber Slide wurden von den jeweils ermittelten 30 
Messwerten der Zellanzahlen die Mittelwerte gebildet.  
 
4.1.1 Tabellarische Darstellung der Zellanzahlen in Abhängigkeit von 
Knochenherkunft, Vorbehandlung und Standzeit 
 
Nachfolgend wurden die gemittelten Werte der Zellanzahlen je Knochenherkunft, 
Vorbehandlung und Standzeit tabellarisch dargestellt. 
 
Tab. 1:  Zellanzahlen in den verschiedenen Kulturansätzen zu den einzelnen Standzeiten 
(Mittelwerte) 
 5. Tag 10. Tag 15. Tag 20. Tag 25. Tag 
UK frisch 77 263 313 319 359 
UK gefroren 57 202 242 279 306 
OK frisch 57 171 196 206 165 




4.1.2 Grafische Darstellung der Zellanzahlen in Abhängigkeit von 
Knochenherkunft, Vorbehandlung und Standzeit unter Berück-
sichtigung ihrer Standardabweichungen 
 
Die gemittelten Werte der Zellanzahlen wurden mit ihren Standardabweichungen in 

























Abb. 16: Zellanzahlen in den verschiedenen Kulturansätzen zu den einzelnen Standzeiten 










4.1.3 Grafische Darstellung der einzelnen Zellanzahlen in Abhängigkeit von 
Knochenherkunft, Vorbehandlung und Standzeit unter Berück-
sichtigung ihrer Standardabweichungen 
 
Die Darstellung der Zellanzahlen der einzelnen Knochenproben erfolgte mittels Balken-
































































Abb. 17: Zellanzahlen in Relation zu den Standzeiten der einzelnen Kulturansätze          
(Mittelwerte u. Standardabweichungen)  
 
Anhand dieser grafischen Darstellungen können wir ableiten, dass die Zellanzahlen der 
Unterkieferknochenzellkulturen im Vergleich zu den Oberkieferknochenzellkulturen die 
höchsten Werte zeigten. Die höchsten Proliferationswerte wurden jedoch über den 
gesamten Versuchsverlauf bei den frischen Unterkieferknochenzellkulturen gemessen. 
Die gefrorenen Unterkieferknochenzellkulturen wiesen ebenso eine hohe Proliferation 
im Vergleich zu den frischen und gefrorenen Oberkieferknochenzellkulturen auf, wenn 
auch eine geringere Proliferation gegenüber den frischen Unterkieferknochenzell-
kulturen zu verzeichnen war. 
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In den Oberkieferknochenzellkulturen fanden wir analoge Verhältnisse. Die frischen 
Oberkieferknochenzellkulturen lieferten höhere Werte als die gefrorenen Oberkiefer-
knochenzellkulturen, bei denen die niedrigste Proliferationsrate festgestellt wurde. 
Die frischen Unterkieferknochenzellkulturen wiesen schon am 5. Tag die höchste 
Zelldichte (77 Zellen), im Vergleich zu den frischen Oberkiefer- und gefrorenen 
Unterkieferknochenzellkulturen mit jeweils 57 Zellen sowie den gefrorenen Oberkiefer-
knochenzellkulturen mit 56 Zellen, auf. Das heißt also, dass die Zellkulturen der 
verschiedenen Knochen zum größten Teil von einem annähernd gemeinsamen 
Ausgangswert am 5. Tag mit ihrer Proliferation begannen. Ausgenommen waren dabei 
nur die frischen Unterkieferknochenzellkulturen, die höhere Ausgangswerte zeigten (77 
Zellen zu jeweils 56/57 Zellen). 
Alle vier Knochenproben wuchsen bis zum 10. Tag linear, allerdings mit unterschied-
lichen Anstiegen. Den steilsten Anstieg wiesen auch hier wieder die frischen Unter-
kieferknochenzellkulturen auf, gefolgt von den gefrorenen Unterkieferknochenzell-
kulturen und den frischen Oberkieferknochenzellkulturen. Die gefrorenen Oberkiefer-
knochenzellkulturen verzeichneten den flachsten Anstieg. 
Alle vier Knochenbiopsien wiesen vom 10. bis zum 15. Tag an eine flacher verlaufende 
Wachstumskurve auf, die wiederum kleiner werdende Anstiege von den frischen 
Unterkieferknochenzellkulturen, über die gefrorenen Unterkieferknochenzellkulturen und 
die frischen Oberkieferknochenzellkulturen zu den gefrorenen Oberkieferknochen-
zellkulturen zeigten. 
Vom 15. Tag an stagnierten die Zahlen sowohl bei den frischen Unterkieferknochen-
zellkulturen als auch bei den frischen und gefrorenen Oberkieferknochenzellkulturen. 
Nur die gefrorenen Unterkieferknochenzellkulturen wiesen in diesem Zeitraum eine 
Zunahme der Zellanzahlen auf. 
Ab dem 20. Tag stiegen die Werte wieder bei den frischen und gefrorenen Unterkiefer-
knochenzellkulturen sowie bei den gefrorenen Oberkieferknochenzellkulturen. Die 
frischen Oberkieferknochenzellkulturen wiesen als einzige zum Zeitpunkt des 
Testreihenabbruchs abfallende Werte auf, alle anderen drei Kochenproben zeigten zum 
Testreihenende ihre Zellzahlengipfel. 
Bei den frischen Unterkieferknochenzellkulturen kam es vom 5. bis zum 10. Tag zu 
einem sprunghaften Anstieg auf über das 3,5fache ihrer Anfangswerte. Ab dem 10. Tag 
stiegen die Proliferationsraten weiterhin, jedoch in einem geringeren Ausmaß.  
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Zwischen dem 15. und dem 20. Tag kam es beinahe zur Stagnation, die jedoch nach 
dem 20. Tag aufgehoben war. Die Zellanzahlen nahmen wieder zu. 
Die gefrorenen Unterkieferknochenzellkulturen wiesen ebenso am 10. Tag das über 
3,5fache ihrer Anfangswerte auf. Danach stiegen sie bis zum 25. Tag in einer fast 
linearen Wachstumslinie an, die allerdings jetzt geringeren Anstieges waren. 
Die frischen Oberkieferknochenzellkulturen stiegen bis zum 10. Tag auf das 3fache 
ihres Anfangswertes an. Ab diesem Zeitpunkt wuchsen sie allerdings nur noch sehr 
gering bis zum 20. Tag. Danach nahmen die Zellanzahlen rapide, bis auf einen 
kleineren Wert, als er am 10. Tag bestanden hatte, ab. Das Maximum ihrer Proliferation 
war somit schon am 20. Tag erreicht. 
Die gefrorenen Oberkieferknochenzellkulturen stiegen bis zum 10. Tag auf das 2,5fache 
und stagnierten dann mehr oder weniger bis zum 20. Tag. Danach kam es wieder zu 
einem geringen Anstieg. 
 
Aus dem Versuchsansatz zur Ermittlung der Proliferation von Knochenzellkulturen 
unterschiedlicher Herkunft und Vorbehandlung ergaben sich folgende Resultate: 
 
Die höchsten Zellanzahlen konnten innerhalb der gesamten Versuchszeit stets bei den 
frischen Unterkieferknochenzellkulturen gemessen werden. Auch die gefrorenen 
Unterkieferknochenzellkulturen konnten gute Ergebnisse mit hohen Proliferationswerten 
im Vergleich zu den Oberkieferknochenzellkulturen liefern. Auffallend war, dass sich bei 
den Oberkieferknochenzellkulturen, sowohl im frischen als auch im gefrorenen Zustand, 













4.1.4 Boxplot-Diagramm der Zellanzahlen in Abhängigkeit von Knochen-
herkunft und Vorbehandlung 
 
Nachfolgend ist ein Boxplot-Diagramm dargestellt, welches die Zellanzahl der 
unterschiedlichen Knochenherkünfte und Vorbehandlungen darstellt. Dabei sind alle 
gemessenen Zellanzahlen im Verlauf des 5. bis 25. Versuchstags zusammengefasst. 
 









































Abb. 18: Zellanzahlen in Relation zu den unterschiedlichen Kulturansätzen 
(Medianwerte als Boxplot) 
 
Es wird deutlich, dass die frischen Unterkieferknochenzellkulturen die höchsten 
Proliferationswerte zeigten, gefolgt von den gefrorenen Unterkieferknochenzellkulturen. 
Die frischen Unterkieferknochenzellkulturen wiesen einen Medianwert von etwa 315 
und fünf Ausreißer nach unten auf, welche den fünften Versuchstag darstellten. 
Die gefrorenen Unterkieferknochenzellkulturen verfügten über einen Medianwert von 
ca. 250 und ließen keine Ausreißer außerhalb des unteren Whiskers erkennen.  
Ergebnisse 
 67
Das untere Quartil der frischen Unterkieferknochenzellkulturen lag mit etwa 255 knapp 
über, der Minimumwert (=Whisker) lag mit etwa 245 knapp unter dem Medianwert der 
gefrorenen Unterkieferknochenzellkulturen. 
Bei den frischen und gefrorenen Oberkieferknochenzellkulturen stellten die Ausreißer 
ebenso die Messwerte des fünften Versuchstages dar. Der Medianwert der frischen 
Oberkieferknochenzellkulturen lag in etwa bei 170, der der gefrorenen Oberkiefer-
knochenzellkulturen bei ca. 150. 
 
Bei der vergleichenden Auswertung zwischen frischen und gefrorenen Unterkiefer-
knochenzellkulturen ließen sich in den frischen Unterkieferknochenzellkulturen 
signifikant mehr Zellen nachweisen (p=0,004/Mann-Whitney-U Test). 
Im Zuge der analogen Analyse für die Oberkieferknochenzellkulturen konnten wir hier 
ebenfalls in den frischen Oberkieferknochenzellkulturen signifikant mehr Zellen im 
Vergleich zu den gefrorenen Oberkieferknochenzellkulturen nachweisen (p=0,003/ 
Mann-Whitney-U Test).  
Der Vergleich der Zellproliferationswerte der frischen Unterkieferknochenzellkulturen mit 
denen der frischen Oberkieferknochenzellkulturen ergab signifikant höhere Prolifera-
tionswerte der frischen Unterkieferknochenzellkulturen gegenüber der frischen Ober-
kieferknochenzellkulturen (p=0,001/Mann-Whitney-U Test).  
Die Proliferationsraten der gefrorenen Unterkieferknochenzellkulturen im Vergleich mit 
denen der gefrorenen Oberkieferknochenzellkulturen ergaben signifikant höhere 
Zellanzahlen der gefrorenen Unterkieferknochenzellkulturen (p=0,001/Mann-Whitney-U 
Test).  
 
4.2 Grauwertbestimmungen in Abhängigkeit von Knochenherkunft, Vorbe-
handlung und Standzeit  
 
Die Ermittlung von DAPI-Grauwerten dient dem direkten Vergleich mit den Ergebnissen 
der Zellanzahlen. Um das mit Floureszenzmarkern dargestellte BSP quantitativ 
darstellen zu können, wird ebenfalls die Methode der Ermittlung der jeweiligen 
Grauwerte genutzt. Um miteinander vergleichbare Werte zu erhalten, müssen die 
ermittelten Grauwerte durch die jeweilige Belichtungszeit dividiert werden. 
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Die Grauwertmessungen erfolgten an den gleichen Messstellen je Probe-
körperoberfläche wie für die Zählungen der Zellen. Es wurden ebenfalls Mittelwerte von 




4.2.1.1 Tabellarische Darstellung der relativen DAPI-Grauwerte in Abhängigkeit 
von Knochenherkunft, Vorbehandlung und Standzeit 
  
Nachfolgend wurden die gemittelten DAPI-Grauwerte je Knochenherkunft, Vorbehand-
lung und Standzeit tabellarisch dargestellt. 
 
Tab. 2: Relative DAPI-Grauwerte in den verschiedenen Kulturansätzen zu den einzelnen 
Standzeiten (Mittelwerte) 
 5. Tag 10. Tag 15. Tag 20. Tag 25. Tag 
UK frisch 17,8 50,44 55,61 51,74 53,85 
UK gefroren 10,42 40,73 43,95 50,08 54,43 
OK frisch 15,82 31,27 41,10 35,60 30,43 












4.2.1.2 Grafische Darstellung der relativen DAPI-Grauwerte in Abhängigkeit von 
Knochenherkunft, Vorbehandlung und Standzeit unter Berücksichti-
gung ihrer Standardabweichungen 
 
Die gemittelten DAPI-Grauwerte wurden mit ihren Standardabweichungen in einem 






















Abb. 19: Relative DAPI-Grauwerte in den verschiedenen Kulturansätzen zu den einzelnen 









4.2.1.3 Grafische Darstellung der einzelnen relativen DAPI-Grauwertmessungen 
in Abhängigkeit von Knochenherkunft, Vorbehandlung und Standzeit 
unter Berücksichtigung ihrer Standardabweichungen 
 
Die Darstellung der DAPI-Grauwerte der einzelnen Knochenproben erfolgte mittels 




















































Abb. 20: Relative DAPI-Grauwerte in Relation zu den Standzeiten der einzelnen Kulturansätze            
(Mittelwerte u. Standardabweichungen)  
 
Wie bei der Bestimmung der Zellanzahlen erwies ebenso die DAPI-Grauwertanalyse 
stets die höchsten Werte bei den frischen Unterkieferknochenzellkulturen, gefolgt von 
den gefrorenen Unterkieferknochenzellkulturen. 
Die Oberkieferknochenzellkulturen zeigten wieder deutlich geringere Werte als die 
Unterkieferknochenzellkulturen, wobei die frischen Oberkieferknochenzellkulturen 
immer noch höhere Messwerte als die gefrorenen Oberkieferknochenzellkulturen 
aufwiesen. 
Am 5. Versuchstag wurden bei den frischen und gefrorenen Oberkieferknochen-
zellkulturen und frischen Unterkieferknochenzellkulturen ähnliche Grauwerte gemessen, 
während am 10. Tag die Messwerte schon stark differierten.  
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Eine Ausnahme bildeten die gefrorenen Unterkieferknochenzellkulturen am 5. 
Versuchstag, die noch die geringsten Grauwerte aufwiesen, am 10. Tag jedoch die 
Werte der beiden Oberkieferknochenzellkulturen überstiegen. 
Obwohl alle Versuchsansätze zwischen dem 5. und 10. Tag einen Anstieg der 
Grauwerte aufzeigten, waren bei den frischen und gefrorenen Unterkieferknochen-
zellkulturen die höchsten Werte und ein ähnlicher Verlauf feststellbar. 
Auch die frischen und gefrorenen Oberkieferknochenzellkulturen wiesen ähnliche 
Verläufe bis zum 10. Versuchstag auf. Zwischen dem 10. und 15. Tag kam es zu einem 
sehr flachen Anstieg sowohl bei den frischen und gefrorenen Unterkieferknochen-
zellkulturen als auch bei den gefrorenen Oberkieferknochenzellkulturen. Eine 
Ausnahme war bei den frischen Oberkieferknochenzellkulturen nachweisbar, die in 
diesem Versuchsabschnitt einen steileren Anstieg verzeichnen konnten. 
Zwischen dem 15. und 20. Tag kam es zu einem Abfall der Grauwerte außer bei den  
gefrorenen Unterkieferknochenzellkulturen, die als einzige einen Anstieg der Grauwerte 
zeigten. Zwischen dem 20. und 25. Tag verliefen die Werte der frischen und gefrorenen 
Oberkieferzellkulturen wieder auffallend gleich. Es kam bei beiden zu einem Abfall der 
Grauwerte. 
Die Unterkieferknochenzellkulturen hingegen zeigten in diesem Untersuchungszeitraum 
einen Anstieg der Grauwerte. Bei den frischen Unterkieferknochenzellkulturen verlief 
der Anstieg gering, während die gefrorenen Unterkieferknochenzellkulturen immer noch 
als einzige einen steilen Anstieg ihrer Werte aufzeigen konnten. 
 
Aus dem Versuchsansatz zur Ermittlung der relativen DAPI-Grauwerte von 
Knochenzellkulturen unterschiedlicher Herkunft und Vorbehandlung ergaben sich 
folgende Resultate: 
 
Die höchsten DAPI-Grauwerte konnten innerhalb der ganzen Versuchszeit, mit 
Ausnahme des 25. Versuchstages, an welchem die gefrorenen Unterkieferknochen-
zellkulturen geringfügig höhere Werte verzeichneten, stetig bei den frischen Unter-
kieferknochenzellkulturen gemessen werden.  
Insgesamt lieferten auch die gefrorenen Unterkieferknochenzellkulturen gute 




Auffallend war, dass sich bei den Oberkieferknochenzellkulturen, sowohl im frischen als 
auch im gefrorenen Zustand, sehr ähnliche Werte zeigten und sich nur am 15. Tag ein 
etwas höherer Wert bei den frischen Oberkieferknochenzellkulturen darstellte. 
Zusammenfassend lässt sich formulieren, dass die frischen und gefrorenen 
Oberkieferknochenzellkulturen bezüglich der DAPI-Grauwerte während der gesamten 




4.2.2.1 Tabellarische Darstellung der relativen BSP-Grauwerte in Abhängigkeit 
von Knochenherkunft, Vorbehandlung und Standzeit 
 
Nachfolgend wurden die gemittelten BSP-Grauwerte je Knochenherkunft, Vorbehand-
lung und Standzeit tabellarisch dargestellt. 
 
Tab. 3: Relative BSP-Grauwerte in den verschiedenen Kulturansätzen zu den einzelnen 
Standzeiten (Mittelwerte) 
 5. Tag 10. Tag 15. Tag 20. Tag 25. Tag 
UK frisch 12,34 13,16 11,08 16,03 12,32 
UK gefroren 5,12 15,19 11,92 12,97 13,49 
OK frisch 7,92 13,52 15,39 12,02 11,98 












4.2.2.2 Grafische Darstellung der relativen BSP-Grauwerte in Abhängigkeit von 
Knochenherkunft, Vorbehandlung und Standzeit unter Berücksichti-
gung ihrer Standardabweichungen 
 
Die gemittelten BSP-Grauwerte wurden mit ihren Standardabweichungen in einem 

























Abb. 21: Relative BSP-Grauwerte in den verschiedenen Kulturansätzen zu den einzelnen 













4.2.2.3 Grafische Darstellung der einzelnen relativen BSP-Grauwerte in 
Abhängigkeit von Knochenherkunft, Vorbehandlung und Standzeit unter 
Berücksichtigung ihrer Standardabweichungen 
 
Die Darstellung der BSP-Grauwerte der einzelnen Knochenproben erfolgte mittels 




















































Abb. 22: Relative BSP-Grauwerte in Relation zu den Standzeiten der einzelnen Kulturansätze            
(Mittelwerte u. Standardabweichungen) 
 
Die Messung der BSP-Grauwerte brachte im Vergleich zu den beiden recht konform 
gehenden vorherigen Untersuchungen (Zellanzahlen und DAPI-Grauwertmessungen) 
völlig andere Ergebnisse. 
Schon am 5. Versuchstag differierten die BSP-Grauwerte der einzelnen Knochen-
zellproben. Nur die BSP-Grauwerte der frischen und gefrorenen Oberkieferknochen-
zellkulturen erreichten einen annähernd gemeinsamen Ausgangswert. Auffallend war 
die große Differenz zwischen den frischen und gefrorenen Unterkieferknochen-
zellkulturen. Die frischen Unterkieferknochenzellkulturen zeigten zu diesem Zeitpunkt 
schon über das Doppelte der Werte der gefrorenen Unterkieferknochenzellkulturen. 
Beide Oberkieferknochenzellproben wiesen bis zum 10. Tag einen ähnlichen Anstieg 
der BSP-Werte auf.  
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Bei den frischen Unterkieferknochenzellkulturen kam es zu einem geringen Anstieg der 
BSP-Grauwerte, während bei den gefrorenen Unterkieferknochenzellkulturen ein 
sprunghafter Anstieg auf das Dreifache ihrer am 5. Tag gemessenen Werte zu ver-
zeichnen war. 
Zwischen dem 10. und 15. Tag waren nur bei den frischen Oberkieferknochenzell-
kulturen höhere BSP-Messwerte als im bisherigen Versuchsverlauf nachweisbar, bei 
allen drei anderen Knochenzellproben nahmen die Werte ab. 
Ab dem 15. Tag war ein sprunghafter Anstieg bei den frischen Unterkieferknochen-
zellkulturen zu beobachten und eine leichte Erhöhung bei den gefrorenen Unterkiefer-
knochenzellkulturen. Sowohl die frischen als auch die gefrorenen Oberkieferknochen-
zellkulturen zeigten zwischen dem 15. und 20. Tag eine Abnahme der BSP-Werte. 
Ab dem 20. Tag stellten wir ein geringes Ansteigen bei den gefrorenen Unterkiefer- und 
Oberkieferknochenzellkulturen fest. Die frischen Oberkieferknochenzellkulturen zeigten 
immer noch eine Abnahme der Grauwerte. Ein schnelles Absinken wiesen die frischen 
Unterkieferknochenzellkulturen auf. Auffallend war, dass am Ende des 25. Tages die 
BSP-Messungen von allen vier Knochenzellproben sehr ähnliche Werte annahmen, 
obwohl sie zu allen anderen Standzeiten völlig unterschiedlich verliefen. 
 
Aus dem Versuchsansatz zur Ermittlung der relativen BSP-Grauwerte von Knochen-
zellkulturen unterschiedlicher Herkunft und Vorbehandlung ergaben sich folgende 
Resultate: 
 
Die Expression von BSP zeigte große Unterschiede im Vergleich zum Proliferations-
verhalten der Knochenzellkulturen.  
Der Nachweis von BSP war bei allen vier Kieferknochenzellproben unterschiedlich, 
zeigte jedoch vor allem am Versuchsanfang zwischen dem 5. und 10. Versuchstag 
einen sprunghaften Anstieg. Sowohl die gefrorenen Unterkieferknochenzellkulturen, als 
auch die frischen und gefrorenen Oberkieferknochenzellkulturen wiesen im Unter-
suchungszeitraum Zunahmen der BSP-Grauwerte vom 5. bis zum 25. Versuchstag um 
50-100 % auf, während die frischen Unterkieferknochenzellkulturen nach 25 Tagen 




4.2.2.4 Boxplot-Diagramm der relativen BSP-Grauwerte in Abhängigkeit von 
Knochenherkunft und Vorbehandlung 
 
Nachfolgend ist ein Boxplot-Diagramm dargestellt, welches die relativen BSP- 
Grauwerte der unterschiedlichen Knochenherkünfte und Vorbehandlungen darstellt. 




Abb. 23: Relative BSP-Grauwerte in Relation zu den unterschiedlichen Kulturansätzen 
(Medianwerte als Boxplot) 
 
Auffallend sind die in etwa gleichen Medianwerte der BSP-Grauwerte von den frischen 
und gefrorenen Unterkieferknochenzellkulturen (ca. 12,7). Die frischen Oberkiefer-
knochenzellkulturen zeigten einen gering kleineren Medianwert mit etwa 12,5 und die 
gefrorenen Oberkieferknochenzellkulturen wiesen einen Medianwert von etwa 11,8 auf. 
Bei den gefrorenen Unterkieferknochenzellkulturen waren 5 Ausreißer zu verzeichnen, 
die dem 5. Versuchstag zuzuordnen sind.  
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Die Messwerte zwischen den frischen und gefrorenen Unterkieferknochenzellproben in 
Bezug auf die BSP-Expression waren nicht signifikant  (p=0,720/Mann-Whitney-U Test). 
Ebenso ergab die Analyse der BSP-Grauwerte zwischen den frischen und gefrorenen 
Oberkieferknochenzellkulturen keine statistische Signifikanz (p=0,081/Mann-Whitney-U 
Test).  
 
Des Weiteren waren die Medianwerte hinsichtlich des Nachweises von BSP zwischen 
den frischen Unterkieferknochenzellkulturen und den frischen Oberkieferknochen-
zellkulturen sowie zwischen den gefrorenen Unterkieferknochenzellkulturen und den 
Oberkieferknochenzellkulturen nahezu gleich, so dass sich keine signifikanten 
Differenzen nachweisen ließen (p=0,516/Mann-Whitney-U Test) bzw. (p=0,54/Mann- 
Whitney-U Test). 
 
4.3 Erweiterte Darstellung der Versuchsergebnisse 
4.3.1 Bestimmung der mittleren Zellkerngröße 
 
Die mittlere Kerngröße lässt sich mittels der Division des relativen DAPI-Grauwertes 
durch die Zellanzahl bestimmen. 
 
     mittlere Kerngröße: GW/BZ DAPI 
    Zellanzahl 
 
Mittels dieser Berechnung wird es möglich, nicht nur die gemessenen Zellanzahlen pro 
Messfeld der verschiedenen Versuchsansätze und Standzeiten miteinander zu ver-
gleichen, sondern auch die durchschnittliche Kerngröße der Zellen zu bestimmen. 
 
4.3.1.1 Tabellarische Darstellung der mittleren Zellkerngrößen in Abhängigkeit 
von Knochenherkunft, Vorbehandlung und Standzeit 
 
Nachfolgend wurden die gemittelten DAPI-Grauwerte durch die gemittelten 




Tab. 4: Mittlere Zellkerngrößen in den verschiedenen Kulturansätzen zu den einzelnen Standzeiten 
(Mittelwerte) 
 5. Tag 10. Tag 15. Tag 20. Tag 25. Tag 
UK frisch 0,23 0,19 0,18 0,16 0,15 
UK gefroren 0,18 0,2 0,18 0,18 0,18 
OK frisch 0,28 0,18 0,21 0,17 0,18 
OK gefroren 0,25 0,22 0,22 0,24 0,18 
 
 
4.3.1.2 Grafische Darstellung der mittleren Zellkerngrößen in Abhängigkeit von 
Knochenherkunft, Vorbehandlung und Standzeit 
 
Nachfolgend wurden die berechneten mittleren Zellkerngrößen mittels eines Balken-





























Abb. 24: Mittlere Zellkerngrößen in den verschiedenen Kulturansätzen zu den einzelnen 
Standzeiten (Mittelwerte) 
 
Die Balken ließen erkennen, dass schon am 5. Tag ein Unterschied in der mittleren 
Zellkerngröße zwischen den Oberkiefer- und Unterkieferknochenzellkulturen bestand.  
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Am 10. Tag differierte die Zellkerngröße nur noch unerheblich zwischen den vier 
unterschiedlichen Kulturansätzen. Auffällig war, dass am 15. Versuchstag die 
Zellkerngrößen der frischen und gefrorenen Unterkieferknochenzellkulturen sehr 
ähnliche Werte annahmen und Gleiches ebenso für die Oberkieferknochenzellkulturen 
galt.  
Am 20. Tag wiesen alle Knochenzellen, bis auf die gefrorenen Oberkieferknochen-
zellkulturen, die größere Kerngrößen vorzuweisen hatten, gleichgroße Zellkerne auf. 
Dasselbe Phänomen war am 25. Tag ersichtlich, wobei hier die frischen 
Unterkieferknochenzellkulturen die kleinsten Zellkerne zu verzeichnen hatten, während 
die frischen und gefrorenen Oberkieferknochenzellkulturen und die gefrorenen 
Unterkieferknochenzellkulturen gleiche Kerngrößen aufweisen konnten. 
 
Aus dem Versuchsansatz zur Ermittlung der mittleren Zellkerngrößen von 
Knochenzellkulturen unterschiedlicher Herkunft und Vorbehandlung ergaben sich 
folgende Resultate: 
 
Zum Versuchsbeginn ließ sich ein deutlicher Größenunterschied zwischen den mittleren 
Zellkerngrößen der frischen und gefrorenen Oberkieferknochenzellkulturen zu den 
frischen und gefrorenen Unterkieferknochenzellkulturen erkennen. Zum 10. 
Versuchstag hin nivellierte sich dies jedoch immer mehr. Die Zellkerne der frischen und 
gefrorenen Unterkieferknochenzellkulturen waren anfänglich deutlich kleiner im 
Gegensatz zu den Zellkernen der frischen und gefrorenen Oberkieferknochen-
zellkulturen. 
 
4.3.2 Bestimmung der relativen Zellaktivität 
 
Die relative Zellaktivität lässt sich mittels der Division aus dem relativen BSP-Grauwert 
durch den relativen DAPI-Grauwert berechnen. 
 
 relative Zellaktivität: GW/BZ BSP 




Mittels dieser Berechnung kann man die Aktivität jeder einzelnen Zelle bestimmen; das 
heißt, wieviel BSP sie im Einzelnen je Standzeit produziert hat. 
 
4.3.2.1 Tabellarische Darstellung der relativen Zellaktivitäten in Abhängigkeit 
von der Knochenherkunft, Vorbehandlung und Standzeit 
 
Nachfolgend wurden die gemittelten BSP-Grauwerte durch die gemittelten DAPI- 
Grauwerte dividiert und je nach Knochenherkunft, Vorbehandlung und Standzeit 
tabellarisch dargestellt. 
 
Tab. 5: Relative Zellaktivitäten in den verschiedenen Kulturansätzen zu den einzelnen Standzeiten 
(Mittelwerte) 
 5. Tag 10. Tag 15. Tag 20. Tag 25. Tag 
UK frisch 0,69 0,26 0,2 0,31 0,23 
UK gefroren 0,49 0,37 0,27 0,26 0,25 
OK frisch 0,5 0,43 0,37 0,34 0,39 
OK gefroren 0,6 0,41 0,34 0,29 0,38 
 
4.3.2.2 Grafische Darstellung der relativen Zellaktivitäten in Abhängigkeit von 
Knochenherkunft, Vorbehandlung und Standzeit 
 
Nachfolgend wurden die berechneten relativen Zellaktivitäten mittels eines Balkendia-
































Abb. 25: Relative Zellaktivitäten in den verschiedenen Kulturansätzen zu den einzelnen 
Standzeiten (Mittelwerte) 
 
Das Diagramm verdeutlicht, dass die einzelnen Unterkieferknochenzellkulturen sowohl 
im frischen als auch im gefrorenen Zustand in der BSP-Produktion den frischen und 
gefrorenen Oberkieferknochenzellkulturen unterlegen waren. Die frischen Unterkiefer-
knochenzellkulturen begannen zwar am 5. Versuchstag auf einem wesentlich höheren 
Aktivitätslevel, welches aber über die Zeit stark abfiel. Am 25. Tag lag die Zellaktivität 
von den frischen und gefrorenen Unterkieferknochenzellkulturen unterhalb der Aktivität 
der frischen und gefrorenen Oberkieferknochenzellkulturen. Als Gemeinsamkeit ließ 
sich feststellen, dass alle vier Kulturansätze vom 5. Tag an bis zum 15. Tag eine 
Verminderung ihrer BSP-Produktion aufwiesen. Am 15. Tag kam es bei den frischen 
Unterkieferknochenzellkulturen zu einem Punkt, an welchem die BSP-Exprimierung 
wieder zunahm, jedoch folgte ab dem 20. Tag erneut ein Abfall.  
Bei den frischen und gefrorenen Oberkieferknochenzellkulturen kam es vom 5. bis zum 
20. Tag zu einem stetigen Abfall des BSP’s, ab dem 20. Tag zeigte sich jedoch bei 




Aus dem Versuchsansatz zur Ermittlung der relativen Zellaktivitäten von Knochenzell-
kulturen unterschiedlicher Herkunft und Vorbehandlung ergaben sich folgende Resul-
tate: 
 
Die BSP-Expression jeder einzelnen Knochenzelle ergab, dass über die gesamte 
Versuchslaufzeit die frischen und gefrorenen Oberkieferknochenzellkulturen, mit 
Ausnahme des 5. Versuchstages, eine wesentlich höhere BSP-Produktion aufwiesen, 
als die frischen und gefrorenen Unterkieferknochenzellkulturen. 
 
4.4 Digitales Fotomaterial 
 
Gegenstand dieser Arbeit war es u.a., jede Zellzählung und Grauwertmessung mittels 
digitalen Fotomaterials zu dokumentieren. Man erhielt dabei gut vergleichbare Bilder, 
die die Messwerte optisch besser verdeutlichten und einen direkt vergleichbaren Verlauf 
der Proliferation während der gesamten Versuchsreihe zuließen. Es wurden Bilder mit 3 
verschiedenen Fluoreszenzfiltern gefertigt. 
 
4.4.1 Vergleich des digitalen Fotomaterials am Beispiel der frischen Ober-
kieferknochenzellkulturen mit den frischen Unterkieferknochenzell-
kulturen am 20. Versuchstag 
4.4.1.1 Oberkieferknochenzellkulturen 
 
Auffällig war bei den frischen Oberkieferknochenzellkulturen, dass die Zellkerne eine 
rundliche Form annahmen und sich kaum überlagerten. Die Anzahl der Zellkerne in 
diesem Präparatausschnitt war eher übersichtlich im Vergleich zu den frischen 






Abb. 26: 20 d, 200 x, DAPI-Filter, OK frisch 
 
 
Abb. 27: 20 d, 200 x, TRITC-Filter, OK frisch 
 
 





Bei den frischen Unterkieferknochenzellkulturen waren im Messfeld zu diesem 
Zeitpunkt deutlich mehr Zellkerne nachzuweisen, die jedoch kleiner als die Zellkerne 
der frischen Oberkieferknochenzellkulturen waren und eine eher abgeflachte Form 
aufwiesen. Des Weiteren schienen sich die Zellkerne der Unterkieferknochen-






Abb. 29: 20 d, 200 x, DAPI-Filter, UK frisch 
 
 
Abb. 30: 20 d, 200 x, TRITC-Filter, UK frisch 
 
 
























Abb. 32: Synopsis des Zellkernbildes (200 x, DAPI-Filter) über die gesamte Versuchszeit in 














Abb. 33: Synopsis der BSP-Expression (200 x, TRITC-Filter) über die gesamte Versuchszeit in 
















Abb. 34: Synopsis des Zellkernbildes und der BSP-Expression (200 x, Dreifachfilter) über die 












4.5 Zusammenfassung der Ergebnisse 
 
1.  Besteht ein Unterschied zwischen der Proliferation von frischen Knochenzellen 
aus dem Oberkiefer im Vergleich zu frischen Knochenzellen aus dem Unterkiefer 
bei der Kultivierung auf Titanoberflächen? 
 
Bei den untersuchten Knochenzellkulturen gab es erhebliche Unterschiede bezüglich 
ihrer Proliferation zwischen den frischen Oberkiefer- und Unterkieferknochen-
zellkulturen. Über die gesamte Versuchslaufzeit ließen sich signifikant höhere 
Zellanzahlen der frischen Unterkieferknochenzellkulturen im Vergleich zu den frischen 
Oberkieferknochenzellkulturen nachweisen. 
 
2.  Besteht ein Unterschied, ob es sich um frisch entnommene und kultivierte Zellen 
handelt oder um zwischenzeitlich eingefrorene Knochenzellen bei der 
Anlagerung an Titanoberflächen? 
 
Aus der vorliegenden Arbeit ging hervor, dass die frischen und gefrorenen Unterkiefer-
knochenzellkulturen stets die signifikant höchsten Proliferationswerte im Vergleich zu 
den frischen und gefrorenen Oberkieferknochenzellkulturen zeigten. Die frischen 
Unterkieferknochenzellkulturen schnitten dabei allerdings am besten ab. Die gefrorenen 
Unterkieferknochenzellkulturen standen in der Zellproliferation den frischen Unterkiefer-
knochenzellkulturen ein wenig nach, wiesen jedoch im Vergleich zu den frischen und 
gefrorenen Oberkieferknochenzellkulturen höhere Proliferationswerte auf. Es lässt sich 
zusammenfassend sagen, dass beim Vergleich von den frischen und gefrorenen 
Knochenzellkulturen, die frischen Knochenzellkulturen den gefrorenen Knochenzell-
kulturen des jeweiligen Kiefers stets signifikant überlegen waren, die Proliferation der 
gefrorenen Unterkieferknochenzellkulturen aber trotz dessen den frischen und 









3.  Besteht ein Unterschied zwischen der Expression von Bone Sialoprotein von 
frischen und gefrorenen Oberkiefer- zu frischen und gefrorenen Unterkiefer-
knochenzellkulturen? 
 
Die Expression von BSP zeigte große Unterschiede im Vergleich zum Proliferations-
verhalten der Knochenzellen. Sowohl die gefrorenen Unterkieferknochenzellkulturen, 
als auch die frischen und gefrorenen Oberkieferknochenzellkulturen zeigten im 
Untersuchungszeitraum Zunahmen der BSP-Grauwerte vom 5. bis zum 25. Versuchs-
tag um 50-100 %, während die frischen Unterkieferknochenzellkulturen nach 25 Tagen 
annähernd die gleichen BSP-Grauwerte wie am Anfang zeigten.  
Statistisch gesehen ergaben jedoch keine der frischen oder gefrorenen Knochenzell-
ansätze gegenüber den anderen im Verlauf der Versuchszeit signifikant höhere BSP- 
Grauwerte. 
 
4.  Besteht ein Unterschied zwischen der mittleren Zellkerngröße von frischen und 
gefrorenen Oberkiefer- zu frischen und gefrorenen Unterkieferknochenzellen in 
Zellkulturen? 
 
Anfänglich konnten wir einen deutlichen Größenunterschied zwischen den mittleren 
Zellkerngrößen der frischen und gefrorenen Oberkieferknochenzellkulturen zu den 
frischen und gefrorenen Unterkieferknochenzellkulturen erkennen, welcher sich zum 10. 
Tag hin jedoch immer mehr nivellierte. Die Zellkerne der frischen und gefrorenen 
Unterkieferknochenzellkulturen waren mikroskopisch anfangs deutlich kleiner und 
abgeflachter im Gegensatz zu den rundlichen bis kugelförmigen Zellkernen der frischen 
und gefrorenen Oberkieferknochenzellkulturen. 
 
5.  Besteht ein Unterschied zwischen der relativen Zellaktivität von frischen und 
gefrorenen Oberkiefer- zu frischen und gefrorenen Unterkieferknochenzellen 
bezüglich der BSP-Produktion in Zellkulturen? 
 
Die frischen und gefrorenen Oberkieferknochenzellkulturen wiesen im Gegensatz zu 
den Proliferationsraten im Verlauf der Versuchszeit eine höhere BSP-Produktion pro 





5.1 Vergleich von in-vivo/in-vitro-Versuchen 
 
Die Medizin ist ein sich immer weiter fortentwickelnder Forschungsbereich, der von 
Innovationen geprägt ist. Neue Pharmazeutika, Knochenersatzmaterialien, allogene 
Implantate, die fast täglich neu auf den Markt geschwemmt werden oder im Begriff der 
Entwicklung sind, sind nur ein Bruchteil von dem, mit dem sich Mediziner zeitlebens 
auseinandersetzen müssen. Gerade in der Zahnmedizin geht der Trend in der 
Implantologie seit Jahren in Richtung kürzerer Einheilzeiten und immer besseren physi-
kalischen sowie biokompatiblen Eigenschaften. Nachdem in den 1980er Jahren den 
Aluminiumoxid-Implantaten gute biologische Eigenschaften zugesprochen wurden, 
musste jedoch im Verlauf festgestellt werden, dass die physikalischen Eigenschaften 
eine Limitierung darstellten, so dass von diesem Material wieder Abstand genommen 
wurde (Buser, Belser et al. 1998). Bei den gegenwärtig am häufigsten eingesetzten 
Implantaten hat sich das Titan als Mittel der ersten Wahl durchgesetzt, jedoch 
beschäftigen sich immer wieder Forschungsgruppen mit neuen Oberflächen-
bearbeitungen, sei es physikalischer oder chemischer Art (Le Guehennec, Soueidan et 
al. 2007). 
Bevor von der Industrie neu entwickelte Materialien auf den Markt kommen dürfen, 
müssen diese in Materialprüfungen an Tieren oder Menschen, sogenannten in-vivo-
Versuchen, getestet werden. Dabei stellen Tierexperimente eine Limitierung dar, da 
man sie nicht problemlos auf den Menschen übertragen kann. Materialtests an 
Menschen sind aufgrund einer mangelnden Standardisierung und der oftmals fehlenden 
Compliance seitens der Patienten problematisch durchzuführen. Die schwierig 
umzusetzende Standardisierung resultiert zum Beispiel aufgrund unterschiedlicher 
Keimflora und verschieden arbeitender Immunsysteme. Des Weiteren stellen Versuchs-
reihen an Mensch und Tier einen erheblichen Zeitaufwand dar. 
 
Demgegenüber gibt es sogenannte in-vitro-Versuche, welche experimentell mit 
Zellkulturen im Labor durchgeführt werden, wobei es auch hier verschiedene Möglich-
keiten von Studienmodellen gibt, die einen direkten Vergleich der unterschiedlichen 




Einige Arbeitsgruppen verwendeten humane Knochenzellen des Unterkiefers (Hilbig, 
Wiener et al. 2005), mesenchymale Stammzellen von Mäusen (zur Nieden, Kempka et 
al. 2003), humane mesenchymale Stammzellen (Cooper, Harris et al. 2001), 
embryonale Osteoblasten der Hühnercalvaria (Yang und Gerstenfeld 1996), fetale 
bovine Osteoblasten (Whitson, Harrison et al. 1984) oder Zellen der „clonal rat 
osteoblastic osteosarcoma cell line“ (Byzova, Kim et al. 2000). In anderen Versuchen 
kultivierte man humane dentogene Knochenzellen, welche im Rahmen der Präparation 
des Implantatbettes an den Bohrern hafteten (Mailhot und Borke 1998). Auch humane 
Osteosarkomzellen wurden bei Knochendefekten an Mäusen augmentiert, um 
Aussagen über deren Osteoinduktivität zu treffen. Dabei wiesen humane Saos-2-Zellen 
eine positive Wirkung auf die Knochenaktivität auf, während sogenannte humane U-2 
OS-Zellen keine osteoinduktive Wirkung zeigten (Anderson, Reynolds et al. 2002). 
Des Weiteren muss beachtet werden, dass in den verschiedenen Studien unter-
schiedliche Zellanzahlen verwendet und keine oder unterschiedliche Altersangaben der 
menschlichen Spender angegeben wurden. Daher ist ein direkter Vergleich der 
Studienmodelle erschwert. 
 
Lang zeigte 1989 an einem Rattenversuch, dass Osteoblastenkulturen gut geeignet 
sind, um artifizielle Knochendefekte in vivo aufzufüllen (Lang, Mertens et al. 1989). 
Auch Roggendorf und Mitarbeiter beschrieben schon 1986 die Anzucht von 
Osteoblastenkulturen zur Materialtestung (Roggendorf, Strunz et al. 1986).  
 
Laut Marks und Popoff ist der Organismus zu komplex, um Analysen zu tätigen, so 
dass man einfache Systeme entwickeln musste, um einzelne Zellarten oder Zellgruppen 
untersuchen zu können. Die meisten Modellsysteme zur Untersuchung von Knochen-
zellen fallen unter eine von folgenden drei Kategorien: Isolierte Zellen oder Zellgruppen, 
Knochenkulturen und lebende Tiermodelle (Marks und Popoff 1988).  
 
Das hauptsächliche Ziel der Isolierung von Knochenzellen ist, eine homogene Zelllinie 
oder Zellpopulation mit reproduzierbaren und bekannten Zusammensetzungen zu 
erhalten, um verschiedene Substanzen und Prozeduren direkt und eindeutig auf ihre 





Des Weiteren muss allerdings auch berücksichtigt werden, dass sich aufgrund einer 
fehlenden Vaskularisierung in der Knochenzellkultur kein mehrschichtiges, funktions-
tüchtig und autark arbeitendes Knochengewebe ausbilden kann. Es handelte sich also 
in unserem Versuch um einschichtige Knochenzellkulturen, sogenannte Monolayer, 
wobei man im Laufe der Versuchsdauer teilweise auch Überlagerungen von Zell-
schichten durch Ablösen von der Untergrundfläche beobachten konnte, welche ein 
Auseinanderhalten der verschiedenen Zellkerne während der Zellzählungen zum Teil 
erheblich erschwerten. 
 
Einschränkend muss auch erwähnt werden, dass es bei in-vivo-Versuchen nach der 
Implantation von allogenen Materialien anfänglich zu einer Entzündungsreaktion, im 
Sinne einer Fremdkörperreaktion, kommt, welche bei Zellkulturversuchen aufgrund des 
Mangels eines Immunsystems und eines Gefäß-Bindegewebes jedoch nicht nachzu-
weisen ist. 
 
Ziel der vorliegenden Arbeit war es, einen Beitrag zu einem standardisierten Verfahren 
zur Knochenzellkultivierung zu erarbeiten, auf welches ein schneller, einfacher und vor 
allem reproduzierbarer Zugriff möglich ist und welches unabhängig von gerade 
vorhandenen Knochenspendern funktioniert. Damit ist in Zukunft ein Vergleich von 
verschiedenen Implantatformen, -materialien, -oberflächengestaltungen und deren 
Auswirkungen auf die Proliferation einzelner Knochenzellarten und deren Expression 
von zum Beispiel Matrixproteinen oder Wachstumsfaktoren möglich. 
 
5.2 Einfluss des Zellkulturmediums 
 
Damit die aus dem Organismus Mensch gewonnenen Knochenzellen unter in-vitro- 
Verhältnissen gut wachsen, müssen sie ähnlichen Bedingungen ausgesetzt sein, um 
lebensnotwendige Zellfunktionen, ein Wachstum und Zellproliferationen ausüben zu 
können. Das bedeutet, dass man ihnen essenzielle Substanzen zuführen und 
anfallende Stoffwechselendprodukte abführen muss. Zur Vermeidung von Bakterien-
vermehrungen müssen aufgrund eines fehlenden Abwehrsystems Antibiotika hinzu-
gesetzt werden. Zur Ernährung ist für ein ungestörtes Wachstum der Zellkultur ein 
Zusatz von fetalem Kälberserum essenziell. 
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Seren liefern zum Beispiel Hormone, Bindungsproteine, Aminosäuren, Salze, 
Spurenelemente sowie Puffer- und Neutralisationssysteme (Lindl und Bauer 2000). 
Fetales Kälberserum (FSK) gewinnt man nach der Schlachtung von Muttertieren aus 
Feten zwischen dem 3. und 7. Monat. 
In unseren Versuchen wurde das fetale Kälberserum anfangs 7 Tage zum Anwachsen 
der Kultur belassen, später wurde es aller 3 Tage gewechselt. Eine mögliche Erklärung 
für die sinkenden BSP-Expressionen im Verlauf des Versuchsansatzes könnte sein, 
dass aufgrund der großen Zellanzahlen die Stoffwechselendprodukte innerhalb der 3 
Tage, an denen das Medium belassen wurde, so anstiegen, dass die Osteoblasten in 
ihrer Produktivität eingeschränkt wurden. Man müsste deshalb zukünftig einen Ver-
suchsansatz wählen, bei dem ein täglicher Mediumwechsel erfolgt, welcher den 
Knochenzellen optimale Wachstumsvoraussetzungen ermöglicht. 
 
5.3 Rolle des Bone Sialoproteins in der Knochenzellkultur 
 
Da das Bone Sialoprotein, wie schon unter 2.7 beschrieben, eine entscheidende Rolle 
während der Proliferation und Mineralisation spielt, diente die Markierung des BSP- 
Proteins in unseren Knochenzellkulturen der Visualisierung des Differenzierungsgrades 
und der Aktivität der osteogenen Zellen. 
Die Osteoblasten synthetisieren aktiv BSP und bauen es in die Hydroxylapatitkristalle 
ein. Durch die Messung der BSP-Werte konnte man auf die aktive Syntheseleistung der 
von uns kultivierten Osteoblasten zurückschließen. 
 
Von Heingard und Oldberg wurde bei BSP noch von einem anabolen Marker des 
Knochenstoffwechsels gesprochen, was jedoch von Raynal und Mitarbeitern widerlegt 
wurde, da diese sowohl bei formativen als auch bei resorptiven Prozessen BSP 
nachweisen konnten. Man spricht seither beim Bone Sialoprotein von einem Knochen-
umbaumarker (Heinegard und Oldberg 1989), (Raynal, Delmas et al. 1996). 
BSP kann nicht nur während der physiologischen Knochenumbauprozesse in erhöhtem 
Maße nachgewiesen werden. In Untersuchungen stellte man fest, dass bei Knochen-
metastasen, die von einem Mammakarzinom resultierten, die BSP-Serumkonzentration 
stark erhöht war. 
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Gab man nun einen BSP-Antikörper hinzu, wurden kleinere osteolytische Läsionen 
nachgewiesen als bei der Kontrollgruppe ohne den Antikörper gegen BSP (Bauerle, 
Adwan et al. 2005). 
Zhang und Mitarbeiter fanden experimentell heraus, dass mit BSP transfizierte 
(genetisch veränderte) humane Mammakarzinomzellen, welche in die Herzen von 
tragenden Mäusen appliziert wurden, zu Knochenmetastasen führten (Zhang, Wang et 
al. 2004). 
Eine andere Arbeitsgruppe wies nach, dass bei einer erhöhten zirkulierenden BSP- 
Konzentration im Blut eine hohe Wahrscheinlichkeit der Knochenmetastasenbildung 
innerhalb der nächsten 2 Jahre besteht (Su, Bansal et al. 2005). 
Ebenso wurde an Nacktratten eine Tumortherapie mit BSP-Antikörpern durchgeführt. 
Diese wurden den Nacktratten subcutan injiziert, wobei eine Heilung der Knochen-
metastasen nachgewiesen werden konnte. Die Tumorzellen, die mit BSP-Antikörpern 
markiert waren, verursachten nun keine Knochenmetastasen mehr (Bauerle, 
Peterschmitt et al. 2006). 
 
5.4 Interpretation der Untersuchungsergebnisse 
 
Bei unseren Untersuchungen schnitten die frischen und gefrorenen Unterkieferknochen-
zellkulturen bezüglich des Proliferationsverhaltens im Vergleich zu den frischen und 
gefrorenen Oberkieferknochenzellkulturen stets besser ab. Was wir anhand dieses 
Versuchs experimentell nachweisen konnten – dass Unterkieferknochenzellkulturen 
schneller und besser an Titanoberflächen angelagert werden – kann klinisch auch 
mittels der Einheilzeiten von Implantaten unterstrichen werden. In unserer Klinik vertritt 
man die Einhaltung von Einheilzeiten im Unterkiefer von etwa 3-4 Monaten, im 
Gegensatz dazu die Einheilzeiten für den Oberkiefer von etwa 6 Monaten. 
 
Die Oberkieferknochenzellen könnten vermutlich ein anderes Oberflächenmuster haben 
und sich deshalb schlechter oder einfach nur langsamer an Titan anlagern. Ein weiterer 
Grund könnte eine zu den Unterkieferknochenzellen unterschiedliche extrazelluläre 





Eine weitere Erklärung könnte der neuere embryologische Ansatz, wie schon in 2.3 
angesprochen, im Zusammenhang mit den sogenannten Dlx-Genen, sein. Auf diesen 
Genen könnten ebenfalls die genetischen Informationen verankert sein, die das unter-
schiedliche Proliferationsverhalten von Oberkiefer- und Unterkieferknochenzellen auf 
Titanoberflächen bewirken.  
 
Des Weiteren konnten in den frischen als auch in den gefrorenen Unterkieferknochen-
zellkulturen über den gesamten Versuchsverlauf kleinere und abgeflachtere Zellkerne 
im Gegensatz zu größeren und rundlichen Zellkernen der frischen und gefrorenen 
Oberkieferknochenzellkulturen mikroskopisch beobachtet werden. Die Zellkerne der 
frischen und gefrorenen Unterkieferknochenzellkulturen boten teilweise den Anschein, 
als überlagerten sie sich trotz des Wachsens als Monolayer-Kultur. Dies ist wahrschein-
lich durch die große Anzahl der Zellkerne bedingt gewesen, welche dazu führte, dass 
sich die Monolayer-Kultur aufgrund der Vielzahl der Zellen irgendwann von ihrer Fläche 
ablöste. 
 
Anhand unserer Versuchsergebnisse war außerdem ersichtlich, dass die BSP- 
Produktion der Unterkiefer- und Oberkieferknochenzellkulturen einen anderen Verlauf 
als die Zellzählungen aufwies. Am 5. Versuchstag war die BSP-Expression bis auf die 
frischen Unterkieferzellkulturen, die schon anfänglich hohe Werte aufwiesen, niedrig 
und nahm zum 10. Tag sprunghaft zu. 
Ab dem 10. bis zum 15. Versuchstag war ein zwischenzeitlicher Abfall der BSP-Werte 
der frischen und gefrorenen Unterkieferknochenzellkulturen und der gefrorenen 
Oberkieferknochenzellkulturen zu verzeichnen. Es kam dann ab dem 15. Versuchstag 
zum erneuten Anstieg der BSP-Werte bei den frischen und gefrorenen Unterkiefer-
knochenzellkulturen, während die BSP-Expression der gefrorenen Oberkieferknochen-
zellkulturen weiter bis zum 20. Versuchstag absank. Die frischen Oberkieferknochen-
zellkulturen verzeichneten einen BSP-Anstieg zwischen dem 5. und 15. Versuchstag 
und ab dann ein Absinken, welches am 20. Versuchstag stagnierte. Bei Versuchsende 
am 25. Tag zeigten alle Versuchsansätze etwa gleiche BSP-Werte. 
Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass in Knochenzellpopulationen bei großem 
Platzangebot für jede Zelle die BSP-Abscheidung sehr hoch ist. Je mehr Zellen jedoch 
im Laufe der Zeit durch mitotische Teilungen hinzukommen, desto weniger wird BSP 
durch die Zelldichte bedingte Zunahme des Nährstoffmangels exprimiert.  
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Man könnte also vermuten, dass zwar im Laufe der Versuchszeit die Proliferation der 
Knochenzellen stets voranschreitet, die Expression von Bone Sialoprotein jedoch pro 
Zelle durch Kontaktinhibition abnimmt. Das könnte heißen, dass sich zwar viele Zellen 
an die Titanoberfläche anlagern, ihre Bereitschaft zur Ausscheidung des Proteins 
jedoch abnimmt. Arai und Mitarbeiter beschrieben ebenso eine erhöhte BSP- 
Expression in der Initialisierungsphase der Knochenbildung, welche bei unseren 
Versuchen auf die hohen BSP-Werte zwischen dem 5. und 10. Versuchstag schließen 
lässt (Arai, Ohya et al. 1995). 
Eine weitere Erklärung für eine geringere BSP-Produktion in einer gut proliferierenden 
Zellkultur könnte sein, dass durch das ständige Subkultivieren des Zellmaterials mit der 
Zeit ursprüngliche Eigenschaften und charakteristische Syntheseleistungen verloren 
gehen.  
 
Bei dem von uns verwendeten Fibroblastenmarker stellte sich während des Versuchs 
heraus, dass dieser nicht nur fibroblastenspezifisch zu sein schien, da es nach 
Zusammenführung der Einzelaufnahmen in mehreren Fällen zu einer Doppel-
markierung einer Zelle kam. Es wurden also teilweise auch Osteoblasten mittels des 
vermeintlichen Fibroblastenmarkers angefärbt. Als Ursache könnte die Markierung des 
Oberflächenproteins CD 90 anzusehen sein, welches jedoch nicht nur fibroblasten-
spezifisch ist, sondern offenbar auch in Knochenzellen vorkommen kann. Dieser Marker 
stellte sich somit als nicht aussagekräftig dar und ist kein Maß für das Wachstum von 
Fibroblasten. 
 
Teilweise fiel während der Zellzählungen auf, dass der zentrumsnahe Bereich des 
Titankörpers dichter besiedelt war als der randnahe Bereich des Implantates. Eine 
mögliche Erklärung könnte die des leichteren Abspülens der Zellen im Randbereich 








5.5 Reaktion der Knochenzellen auf den Fremdkörper Titanimplantat 
 
Die Knochenzellproliferation trat unter dem Fremdkörpereinfluss Titanimplantat bei allen 
Prüfkörpern in unterschiedlichem quantitativem Ausmaß auf, wobei Unterschiede bei 
der Intensität der Knochenumscheidung um das Implantat je nach Knochenherkunft 
(Oberkiefer oder Unterkiefer) und Vorbehandlung (frisch oder gefroren) festgestellt 
werden konnte. Titan stellt zwar ein sehr biokompatibles Material dar, welches keine 
toxischen Reaktionen verursacht, jedoch von den Knochenzellen in den Zellkulturen 
allein durch seine Anwesenheit als Fremdkörper erkannt wird und die Osteogenese 
empfindlich stören kann. Somit sind die anfänglich geringen Proliferationsraten in allen 
vier Versuchsansätzen zu erklären. Nach einer gewissen Abstands- und Skepsishaltung 
der Zellen zum Fremdkörper tritt ein Toleranzverhalten ein und die Proliferationsraten 
nehmen rapide zum 10. Versuchstag bei allen vier Versuchsansätzen zu. 
Im weiteren Versuchsverlauf kam es jedoch zum Ende des 15. Versuchstages hin zu 
einer Stagnierung der Proliferationsraten, welche mit der Zunahme von unerwünschten 
Stoffwechselabbauprodukten und fehlendem Abtransport dieser sowie einem Mangel 
an Platzangebot der Zellen zu diskutieren wäre. Eine weitere Erklärung könnten die im 
ständigen Gleichgewicht zu haltenden anabolen und katabolen Knochenstoffwechsel-
vorgänge wie im physiologisch auftretenden „bone remodeling“ sein. Man müsste die 
Versuchsdauer jenseits des 25. Versuchstages betrachten, um evtentuell fortwährende 
Proliferationsgipfel und -abfälle beobachten zu können, die darauf deuten ließen. 
Ebenso könnte  auch der programmierte Zelltod, die Apoptose, welche unter 2.8. näher 
beleuchtet wurde, eine entscheidene Rolle beim Versuch der Klärung dieses 
Phänomens darstellen. Dies könnte in nachfolgenden Studien u.a. mit der Messung des 
Vorhandenseins von Caspase 3 und des Tumornekrosefaktors (TNF) geklärt werden. 
 
5.6 Mögliche Fehlerquellen  
 
In Vorversuchen stellte sich bei Messungen in 200facher und 400facher Vergrößerung 
heraus, dass man aufgrund der unterschiedlich ausgeprägten Besiedlung der Probe-
körper bei zufälliger Auswahl des Messbereiches bei einer 400fachen Vergrößerung 




Deshalb entschieden wir uns, bei vorliegendem Versuch die Messungen nur mittels 
200facher Vergrößerung durchzuführen, um derartige unbesiedelte Areale auszu-
schließen und größere Messbereiche untersuchen zu können.  
 
Eine eventuelle Fehlerquelle, die man bei weiteren Untersuchungen berücksichtigen 
könnte, wäre, die im ständig wechselnden Kulturmedium vorhandenen Zellen zu 
quantifizieren. Dabei würde man eventuell im Medium der frischen und gefrorenen 
Oberkieferknochenzellkulturen viele Knochenzellen finden, die sich zum Zeitpunkt des 
Mediumwechsels nur noch nicht an die Titanoberfläche anlagern konnten. 
 
Des Weiteren bestanden unsere Zellkernmessungen darin, dass an drei randnahen und 
an drei zentrumsnahen Bezirken Zählungen erfolgten. Oftmals fand man gut be-
wachsene gleich neben minder bewachsenen Regionen und musste versuchen, ein 
Mittelmaß zu finden. Zukünftig könnte man die Zellzählungen pro Implantatkörper 
verdoppeln, um sowohl minder als auch gut bewachsene Bereiche zu erfassen. Ebenso 
wäre es möglich, die Zählungen zwischen randnah und zentrumsnah separat 
voneinander zu erfassen, während die Werte in unserer Untersuchung zusammenfielen.  
 
Mittels der Fluoreszenzmarkierung von BSP kann dieses gut optisch dargestellt werden. 
Da die Intensität der Fluoreszenz jedoch kontinuierlich abnimmt, kann man diese 
Unterschiede mittels Schwarz-Weiß-Aufnahmen und anschließender Grauwertanalyse 
umgehen. Da das Mikroskop jedoch für jede Bildaufnahme eine unterschiedliche 
Belichtungszeit benötigt, muss man den gemessenen Grauwert durch die Belichtungs-
zeit dividieren, um standardisierte Werte erhalten und vergleichen zu können. Es muss 
jedoch erwähnt werden, dass kurz vor der Teilung einer Zelle der Grauwert aufgrund 
einer höheren Chromatindichte erhöht ist, was ebenso eine Fehlerquelle darstellen 








5.7 Ausblicke für weitere Untersuchungen mit Knochenzellkulturen  
 
Knochenzellkulturen haben sich schon in der Vergangenheit gut bewährt zur 
Erforschung von Materialeigenschaften. Da in unserer Klinik bisher nur von frischem 
Knochenmaterial Zellkulturen angezüchtet wurden und wir somit immer auf Knochen-
spender und die sofortige Verarbeitung angewiesen waren, ist mittels unserer Unter-
suchungen ein zukünftiges Anlegen einer Knochenbank möglich. Je nach Bedarf kann 
man zur Erforschung von verschiedenen Implantationsmaterialien, -formen, -ober-
flächenbeschichtungen und -gestaltungen auf eingefrorenes Knochenmaterial zu-
greifen. 
Da die Proliferationsraten der Unterkieferknochenzellkulturen in unseren Unter-
suchungen am besten abschnitten, werden zukünftige Studien an unserer Klinik mit 
frischen Unterkieferknochenzellkulturen oder bei Bedarf mit gefrorenen Unterkiefer-
knochenzellkulturen einer Knochenbank durchgeführt. Da die frischen und gefrorenen 
Oberkieferknochenzellkulturen eine geringe Zellproliferation der osteogenen Zellen 
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Die vorliegenden in-vitro-Untersuchungen führten wir durch, um einen möglichen 
Einfluss auf die biologische Antwort der humanen Osteoblastenkulturen auf kommerziell 
reinem Titan mit maschinell bearbeiteter, glatter Oberfläche herauszufinden. Hierfür 
verwendeten wir frische, subkultivierte Oberkiefer- und Unterkieferknochenzellkulturen 
sowie zwischenzeitlich eingefrorene Oberkiefer- und Unterkieferknochenzellkulturen.  
Die Morphologie und Anhaftung der humanen Knochenzellen, besonders aber die 
Expression von Bone Sialoprotein (BSP) wurden erörtert und verglichen. Das nicht-
kollagene Knochenmatrixprotein BSP ist ein Produkt der aktiven Syntheseleistung von 
Osteoblasten und Osteozyten und konnte immunhistochemisch dargestellt werden. 
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Ebenso erfolgte ein immunhistochemischer Nachweis von Fibroblasten, welcher sich 
jedoch im Verlauf des Versuchs als nicht repräsentativ herausstellte, da sich mit ihm 
auch Osteoblasten darstellen ließen. Die Knochenzellkulturen wurden jeweils am 5., 
10., 15., 20. und 25. Versuchstag fixiert und ausgewertet. Es erfolgten proliferations-
analytische Messungen mit Zellzählungen, Grauwertmessungen und digitale Fotodoku-
mentationen an jeweils drei randnahen und drei nahe der Mitte gelegenen Messstellen 
mit 200facher Vergrößerung.  
 
 
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollten folgende Fragen beantwortet werden: 
 
1.   Besteht ein Unterschied zwischen der Proliferation von frischen Knochenzellen 
aus dem Oberkiefer im Vergleich zu frischen Knochenzellen aus dem Unterkiefer 
bei der Kultivierung auf Titanoberflächen? 
 
Bei den untersuchten Knochenzellkulturen gab es erhebliche Unterschiede bezüglich 
ihrer Proliferation zwischen den frischen Oberkiefer- und Unterkieferknochen-
zellkulturen. Über die gesamte Versuchslaufzeit ließen sich signifikant höhere 
Zellanzahlen der frischen Unterkieferknochenzellkulturen im Vergleich zu den frischen 
Oberkieferknochenzellkulturen nachweisen. 
 
2.   Besteht ein Unterschied, ob es sich um frisch entnommene und kultivierte Zellen 
handelt oder um zwischenzeitlich eingefrorene Knochenzellen bei der 
Anlagerung an Titanoberflächen? 
 
Aus der vorliegenden Arbeit ging hervor, dass die frischen und gefrorenen Unterkiefer-
knochenzellkulturen stets die signifikant höchsten Proliferationswerte im Vergleich zu 
den frischen und gefrorenen Oberkieferknochenzellkulturen zeigten. Die frischen 
Unterkieferknochenzellkulturen schnitten dabei allerdings am besten ab. Die gefrorenen 
Unterkieferknochenzellkulturen standen in der Zellproliferation den frischen Unterkiefer-
knochenzellkulturen ein wenig nach, wiesen jedoch im Vergleich zu den frischen und 
gefrorenen Oberkieferknochenzellkulturen höhere Proliferationswerte auf.  
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Es lässt sich zusammenfassend sagen, dass beim Vergleich von den frischen und 
gefrorenen Knochenzellkulturen, die frischen Knochenzellkulturen den gefrorenen 
Knochenzellkulturen des jeweiligen Kiefers stets signifikant überlegen waren, die 
Proliferation der gefrorenen Unterkieferknochenzellkulturen aber trotz dessen den 
frischen und gefrorenen Oberkieferknochenzellkulturen vorauseilte. 
 
3.  Besteht ein Unterschied zwischen der Expression von Bone Sialoprotein von 
frischen und gefrorenen Oberkiefer- zu frischen und gefrorenen Unterkiefer-
knochenzellkulturen? 
 
Die Expression von BSP zeigte große Unterschiede im Vergleich zum Proliferations-
verhalten der Knochenzellen. Sowohl die gefrorenen Unterkieferknochenzellkulturen, 
als auch die frischen und gefrorenen Oberkieferknochenzellkulturen zeigten im 
Untersuchungszeitraum Zunahmen der BSP-Grauwerte vom 5. bis zum 25. Versuchs-
tag um 50-100 %, während die frischen Unterkieferknochenzellkulturen nach 25 Tagen 
annähernd die gleichen BSP-Grauwerte wie am Anfang zeigten.  
Statistisch gesehen ergaben jedoch keine der frischen oder gefrorenen Knochenzell-
ansätze gegenüber den anderen im Verlauf der Versuchszeit signifikant höhere BSP- 
Grauwerte. 
 
4.   Besteht ein Unterschied zwischen der mittleren Zellkerngröße von frischen und 
gefrorenen Oberkiefer- zu frischen und gefrorenen Unterkieferknochenzellen in 
Zellkulturen? 
 
Anfänglich konnten wir einen deutlichen Größenunterschied zwischen den mittleren 
Zellkerngrößen der frischen und gefrorenen Oberkieferknochenzellkulturen zu den 
frischen und gefrorenen Unterkieferknochenzellkulturen erkennen, welcher sich zum 10. 
Tag hin jedoch immer mehr nivellierte. Die Zellkerne der frischen und gefrorenen 
Unterkieferknochenzellkulturen waren mikroskopisch anfangs deutlich kleiner und 
abgeflachter im Gegensatz zu den rundlichen bis kugelförmigen Zellkernen der frischen 
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5.   Besteht ein Unterschied zwischen der relativen Zellaktivität von frischen und 
gefrorenen Oberkiefer- zu frischen und gefrorenen Unterkieferknochenzellen 
bezüglich der BSP-Produktion in Zellkulturen? 
 
Die frischen und gefrorenen Oberkieferknochenzellkulturen wiesen im Gegensatz zu 
den Proliferationsraten im Verlauf der Versuchszeit eine höhere BSP-Produktion pro 
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